
























































































































































































































































































































































Urorektale	 Fehlbildungen	 repräsentieren	 Fehlentwicklungen	 der	 urorektalen	 Organe.	
Anorektale	 Malformationen	 (ARM)	 auf	 der	 einen	 und	 der	 Blasenekstrophie-Epispadie	
Komplex	 (BEEK)	 auf	 der	 anderen	 Seite	 repräsentieren	 die	 schwersten	 urorektalen	
Fehlbildungen.	 In	Deutschland	werden	jährlich	etwa	280	Kinder	mit	einer	ARM	oder	einem	
BEEK	 geboren	 (etwa	 1	 auf	 3.000	 Lebendgeburten)	 (International	 Clearinghouse	 for	 Birth	
Defects	Monitoring	Systems,	1987;	Jenetzky,	2007).	Die	Patienten	mit	ARM	bzw.	BEEK	haben	
schwerwiegende	funktionelle	und	kosmetische	Beeinträchtigungen.	Die	Therapie	stellt	primär	






Die	 Ösophagusatresie	mit	 oder	 ohne	 tracheo-ösophageale	 Fistel	 (engl.	 esophageal	 atresia	
with	or	without	tracheo-esophageal	fistula,	EA/TEF)	ist	die	häufigste	Fehlbildung	des	oberen	






kann	 es	 zu	 einer	 normalen	 Entwicklung	 der	 Nahrungsaufnahme	 kommen.	 Bei	 schweren	
respektive	 langstreckigen	 Atresien	 kann	 es	 im	 Verlauf	 zu	 schweren	 Schluckstörungen	 und	
gravierenden	 Ernährungsproblemen	 in	 den	 ersten	 Lebensjahren	 kommen	 (Hölscher	 et	 al.,	
2017).	
Für	den	überwiegenden	Anteil	der	Betroffenen	mit	einer	ARM,	einem	BEEK	oder	einer	EA/TEF	
konnten	 die	 zugrundeliegenden	 genetischen	 Ursachen	 bislang	 nicht	 identifiziert	 werden.	
Vorangegange	 Studien	 deuten	 darauf	 hin,	 dass	 die	 genetischen	 Ursachen	 der	 hier	







selten	 rezessiv	 vererbte	 Mutationen	 sowie	 ein	 multifaktorieller	 Erbgang	 in	 Frage.	 Die	
entsprechenden	 Ursachen	 können	 daher	 nur	 dann	 erfasst	 werden,	 wenn	 systematisch	
verschiedene	molekulargenetische	 Untersuchungsmethoden	 angewendet	 werden,	 die	 den	
verschiedenen	 Ursachen	 tragen.	 Der	 technologische	 Fortschritt	 ermöglicht	 es	
Wissenschaftlern	 heute	 die	 genetischen	 Ursachen	 dieser	 meist	 sporadisch	 auftretenden	
seltenen	Fehlbildungen	systematisch	zu	untersuchen.		
Einen	 beträchtlichen	 Beitrag	 hierzu	 kann	 die	 Exom-Sequenzierung	 (engl.	 Whole-Exome	
Sequencing,	 WES)	 leisten,	 da	 mittels	 WES	 die	 genetischen	 Varianten,	 die	 die	
Proteinsequenzen	 verändert,	 identifiziert	 werden	 können.	 Eine	 andere	 bedeutende	
Anwendung	 ist	 die	 genom-weite,	 chip-basierte	 Analyse,	 um	 systematisch	 größere	
Neumutationen	 zu	 identifizieren.	 Auf	 diese	 Weise	 werden	 ursächliche	 Deletionen	 oder	






die	 Pathogenität	 identifizierter	 genetischer	 Varianten	 beurteilen	 zu	 können,	 ist	 eine	









Das	 menschliche	 Genom	 bezeichnet	 die	 Gesamtheit	 der	 genetischen	 Information	 des	
Menschen	 und	 besteht	 aus	 ungefähr	 3,2	 Milliarden	 Basenpaaren,	 die	 sich	 auf	 24	
Chromosomen	 (22	 Autosomen,	 X-	 und	 Y-Gonosomen),	 sowie	 die	 mitochondriale	 DNA,	







im	 Genom	 von	 etwa	 3,1Gb	 vorhanden	 sind	 (Ensembl,	 2017;	 GENCODE,	 2016).	 Die	
proteinkodierende	Eigenschaft	ist	nur	eine	von	vielen	Funktionen	der	DNA,	die	potentiell	mit	
der	Entwicklung	bestimmter	Phänotypen	und/oder	Krankheiten	verbunden	sein	können	und	
daher	 Gegenstand	 aktueller	 Forschungen	 ist.	 Die	 ausführlichen	 Informationen	 über	 die	
genetische	Variabilität	sind	zugänglich	durch	Annotation	der	menschlichen	Referenzsequenz	
in	 Genombrowsern	 wie	 dem	 „Ensembl	 Genome	




bieten	 diese	 und	 andere	 Datenbanken	 Annotationen	 zu	 beispielsweise	 regulatorischen	
Sequenzelementen,	Konservierungsgraden,	Phänotypen	oder	Publikationen.	
Die	genetische	Variabilität	ist	als	die	interindividuelle	Unterschiedlichkeit	in	der	Sequenz	des	
genetischen	 Materials,	 der	 Desoxyribonukleinsäure	 (engl.	 deoxyribonucleic	 acid,	 DNA)	
innerhalb	einer	Art	definiert.	Das	menschliche	Genom	ist	polymorph,	d.h.	es	gibt	viele	DNA-
Sequenzvarianten	 in	 verschiedenen	 Individuen.	Diese	Varianten	 sind	 ein	wichtiger	 Teil	 der	
molekularen	Grundlage	 der	 genetischen	 Einzigartigkeit	 jedes	 Individuums	 unserer	 Spezies.	

























Weitere	 Variationen	 stellen	 Insertionen/Deletionen	 (Indels),	 Inversionen	 und	
Kopienzahlvariationen	(engl.	copy	number	variations,	CNVs)	dar.	Eine	Kopienzahlvariation	ist	
eine	Veränderung	der	Anzahl	von	Kopien	eines	bestimmten	DNA-Abschnittes	(Zugewinn	oder	
Verlust	 genetischen	 Materials)	 innerhalb	 des	 menschlichen	 Genoms.	 Bisher	 wurden	 im	
menschlichen	 Genom	 ca.	 30.000	 CNVs	 annotiert	 (Conrad	 et	 al.,	 2010;	 Mills	 et	 al.,	 2011).	
Normalerweise	liegen	zwei	Kopien	eines	Gens	innerhalb	eines	diploiden	Chromosomansatzes	
vor.	 Bei	 der	 Deletion	 liegt	 ein	 Gen	 in	 nur	 einer	 Kopienzahl	 vor	 (Verlust	 von	 genetischem	
Material).	Ein	Gen	kann	aber	auch	in	mehr	als	in	zwei	Kopien	vorliegen,	etwa	in	drei	bis	vier	
Kopien,	 was	 als	 Duplikation	 bezeichnet	 wird	 (Zugewinn	 des	 genetischen	 Materials).	 Das	
vollständige	Fehlen	eines	Gens	wird	als	eine	homozygote	Deletion	bezeichnet,	die	Kopienzahl	
beträgt	 demnach	 null.	 Die	 Entdeckung	 von	 submikroskopischen	 Kopienzahlvariationen	 im	








mit	 spezifischen	 Krankheitsbildern	 stehen	 wie	 z.B.	 dem	 CHARGE-Syndrom,	 oder	 der	
Mukoviszidose,	 oder	 die	 Fanconi	 Anämie	 stellen	 CNVs	 ebenfalls	 seltene	 aber	 wichtige	
genetische	Ursachen	definierter	Krankheitsbilder	dar	wie	z.B.	dem	DiGeorge-Syndrom	oder	
der	hereditär	motorisch-sensorischen	Neuropathie	(Jongmans	et	al.,	2006;	Redon	et	al.,	2006;	
Rovelet-Lecrux	 et	 al.,	 2006;	 Singleton	 et	 al.,	 2003).	 CNVs	 können	 zu	 verschiedenen	
molekularen	Mechanismen	führen	wie	z.B.	einem	Gen-Dosiseffekt,	der	Unterbrechung	eines	
Gens,	 der	 Fusion	 von	 Genen,	 oder	 zu	 einem	 Positionseffekt.	 Aufgrund	 dieser	 Vielfalt	 an	
molekularen	Mechanismen	spielen	CNVs	sowohl	bei	monogenen	als	auch	multifaktoriellen	
genetisch	 komplexen	 Erkrankungen	 eine	 Rolle.	 Des	 Weiteren	 kommt	 den	 CNVs	 eine	
wesentliche	 Rolle	 in	 der	 Evolution	 des	 menschlichen	 Genoms	 zu,	 in	 dem	 es	 zu	














Obwohl	 ursächlich	 monogene	 Erkrankungen	 seltener	 sind	 als	 die	 multifaktoriellen	
Erkrankungen,	 beeinträchtigen	 sie	 in	 ihrer	 Gesamtzahl	 viele	millionen	Menschen	weltweit	




Regeln.	 Hochpenetrante	 kausale	 Varianten	 sind	 insgesamt	 selten,	 da	 sie	 im	 Zuge	 von	
Selektionsprozessen	 mit	 einer	 geringeren	 Wahrscheinlichkeit	 an	 folgende	 Generationen	
weitergegeben	werden.	Seit	vielen	Jahren	war	die	Sanger-Sequenzierung	die	vorherrschende	
Technik,	 um	 ursächliche	 hochpenetrante	 Mutationen	 bei	 monogenen	 Erkrankungen	 zu	
identifizieren.	 Ein	Nachteil	 dieser	 Technik	 ist	 jedoch,	 dass	man	 nur	 ein	DNA	 Fragment	 zur	
selben	 Zeit	 und	 bis	 zu	 einer	 Länge	 von	 etwa	 1000bp	 untersuchen	 kann.	 Dies	 hatte	 zur	
Konsequenz,	 dass	 die	 Identifikation	 krankheitsverursachender	 Mutationen	 weitaus	
mühevoller	 war,	 als	 dies	 heute	 der	 Fall	 ist	 (Petersen	 et	 al.,	 2017).	 Der	 technologische	






aller	 Gene	 kann	 den	 Bedarf	 der	 zeitaufwändigen	 Auswahl	 von	 Kandidatengenen	 für	 die	
routinemäßige	Sequenzierung	beseitigen.	Es	wird	geschätzt,	dass	das	Exom	ungefähr	85%	der	
Mutationen	 aufweist,	 die	 einen	 maßgeblichen	 Einfluss	 auf	 krankheitsbezogene	Merkmale	
haben	(Majewski	et	al.,	2011).	Exonische	Mutationen	sind	ursächlich	für	die	überwiegende	
Mehrheit	 monogener	 Erkrankungen.	 Dabei	 machen	 Missense-	 und	 Nonsense-Mutationen	
allein	 ca.	 60%	 der	 krankheitserregenden	 Mutationen	 aus	 (Botstein	 and	 Risch,	 2003;	
Kuhlenbäumer	et	al.,	2011).		










genetischen	 Daten	 des	 gesamten	 Genoms	 von	 2504	 Individuen	




Datenbanken	 für	 genetische	 Varianten	 sind	 nicht	 nur	 wichtig	 für	 unser	 Verständnis	 von	
evolutionären	 Prozessen,	 sondern	 stellen	 auch	 eine	 wichtige	 Ressource	 für	 die	 klinische	
Interpretation	der	in	Patienten	identifizierten	Varianten	dar	(Bamshad	et	al.,	2011;	MacArthur	







Im	 Vergleich	 zu	 den	 kleineren	 Mutationsereignissen,	 die	 durch	 das	 Next-Generation	
Sequencing	 oder	 die	 Sanger-Sequenzierung	 identifiziert	 werden	 können,	 können	 CNVs	
größere	 Chromosomenregionen	 abdecken,	 die	 eine	 Reihe	 von	 Genen	 und	 regulatorische	
Regionen	betreffen	und	so	Effekte	auf	den	Phänotyp	induzieren.		
Wie	 bei	 den	 häufigen	 SNPs	 nimmt	 man	 auch	 für	 die	 im	 menschlichen	 Genom	 häufig	
vorkommenden	CNVs	an,	dass	diese	 funktionell	 neutral	 sind	oder	 in	einigen	Fällen	unsere	
phänotypische	 Variabilität	 ohne	 Krankheitsrelevanz	 beeinflussen.	 Seltene	 CNVs	 zeigen	 im	
Vergleich	 zu	 den	 häufigen	 CNVs	 mit	 höherer	 Wahrscheinlichkeit	 eine	 Assoziation	 zu	
Krankheiten.	Um	so	höher	die	Penetranz	eines	CNVs	ist,	desto	wahrscheinlicher	besteht	ein	
direkt	 kausaler	 Zusammenhang	 zwischen	dem	Vorliegen	des	CNVs	und	dem	Auftreten	der	
Erkrankung	 (Krepischi	 et	 al.,	 2012).	 Die	 wachsende	 Kenntnis	 über	 die	 funktionellen	






menschlichen	 Genomen	 und	 deren	 genetischer	 Architektur	 in	 Zusammenhang	 mit	
multifaktoriellen	Erkrankungen	revolutioniert.		
Um	 die	 hochpenetranten	 CNVs	 genomweit	 zu	 identifizieren,	 können	 sowohl	 Array-CGH-

















über	 die	 vergangene	 Dekade	 hineweg	 zur	 wichtigsten	 Methode	 für	 die	 Erforschug	 der	
genetischen	Architektur	multifaktorielle	Erkrankungen	entwickelt.	In	vergleichenden	Studien	
von	 Patienten	 und	 ethnisch	 angeglichenen	 Kontrollen	 wird	 untersucht,	 ob	 bestimmte	
Varianten	häufiger	in	Individuen	mit	einem	bestimmten	phänotypischen	Merkmal,	verglichen	
mit	 Individuen	 ohne	 dieses	 Merkmal,	 auftreten.	 Die	 Methode	 ermöglicht	 es,	 potentielle	
Assoziationen	zwischen	genetischen	Varianten	und	dem	untersuchten	Phänotyp	statistisch	zu	
erfassen	 (Burton	et	al.,	2007;	Bush	and	Moore,	2012).	Hierbei	werden	die	Frequenzen	der	
auftretenden	 Allele	 jeder	 genotypisierten	 Variante	 miteinander	 verglichen.	 Eine	











und	 Kontrollen	 zu	 testen	 und,	 falls	 dies	 möglich	 ist,	 mit	 alternativen	 Plattformen	 zu	
genotypisieren	 (McCarthy	 et	 al.,	 2008).	 Eine	 Replikationsstudie	 wird	 als	 die	 zuverlässigste	
Möglichkeit	 zur	 Validierung	 von	GWAS-Befunden	 betrachtet.	 Sie	 hilft	 sicherzustellen,	 dass	
eine	Genotyp-Phänotyp-Assoziation,	die	in	einer	genomweiten	Assoziationsstudie	beobachtet	
wird,	 eine	 glaubwürdige	 Assoziation	 darstellt	 und	 kein	 zufälliger	 Befund	 ist.	 Ein	 weiteres	
mögliches	 Ziel	 der	 Replikationsstudie	 ist,	 die	 Abschätzung	 der	 Effektstärke	 zu	 verbessern	
(Kraft	 et	 al.,	 2009).	 Grundsätzlich	 sollten	 bezüglich	 der	 untersuchten	 Population	 und	 des	
Phänotyps	klare	Kriterien	zur	Gewährleistung	der	Vergleichbarkeit	angewendet	werden,	um	















































Die	 Kloakenekstrophie	 (KE)	 ist	 die	 schwerste	 Form	 des	 BEEK,	 bei	 der	 mehrere	 wichtige	
Organsysteme	betroffen	sind.	Die	klinische	Darstellung	der	Kloakenekstrophie	ist	im	Vergleich	
zu	anderen	Bauchwanddefekten	einzigartig	und	die	KE	umfasst	neben	der	Blasenekstrophie	
die	 Omphalozele	 und	 Gastroschisis	 (Feldkamp	 et	 al.,	 2011).	 Die	 KE	 wird	 aufgrund	 der	
betroffenen	 Organsysteme	 auch	 als	 „OEIS-Complex“	 (Omphalocele,	 Extrophy,	 Imperforate	
anus,	Spinal	defects)	bezeichnet	 (Carey	et	al.,	1978).	Andere	Fehlbildungen,	die	bei	der	KE	
häufig	 auftreten,	 schließen	 Nierenfehlbildungen,	 eine	 einzelne	 Nabelarterie	 und	
Gliedmaßendefekte	ein	(Feldkamp	et	al.,	2011;	Keppler-Noreuil,	2001;	Martínez-Frías	et	al.,	
2001;	 van	 der	 Putte	 et	 al.,	 2008).	 Ösophagusatresien/Tracheo-Ösophagealfistel,	
Duodenalatresie	 und	 Chiari-I-Fehlbildung	 treten	 gelegentlich	 mit	 auf	 (Bohring,	 2002;	
McHONEY	 et	 al.,	 2001;	 Tubbs	 et	 al.,	 2003).	 Anatomisch	 sind	 die	 Kardinalbefunde	 der	
Kloakenekstrophie	 die	 Ekstrophie	 der	 Hemiblasen	 mit	 Extroversion	 des	 Dickdarms	 und	
imperforiertem	 Anus.	 Die	 Hemiblasen	 flankieren	 die	 Öffnungen	 des	 Dünndarms	 und	 des	



















Traditionell	 wurden	 ARM	 bei	 atretischem	 Anus	 anhand	 der	 sogenannten	 Wingspread-
Klassifikation	 als	 „hoch“,	 „intermediär“	 und	 „tief“	 in	 Beziehung	 zum	 Musculus	 levator	
klassifiziert	(Bhatnagar,	2015;	Levitt	and	Peña,	2007;	Mittal	et	al.,	2004).	Im	Jahr	2005,	21	Jahre	
nach	 der	 Wingspread-Klassifikation,	 wurde	 eine	 verbesserte,	 die	 sog.	 Krickenbeck-











































des	 Herzens	 (engl.	 cardiac,	 C),	 tracheo-ösophageale	 Fistel	mit	 oder	 ohne	Ösophausatresie	
(engl.	 tracheoesophageal	 fistula	 with	 or	 without	 esophageal	 atresia,	 TE),	 Anomalien	 der	
Nieren	(engl.	renal,	R)	und	Defekte	der	(radialen)	Gliedmaßen	(engl.	limb,	L)	(Abb.	5)	(Quan	
and	Smith,	1973).	Bei	diesen	Patienten	können	zusätzlich	weitere	kongenitale	Fehlbildungen	


































Im	 Jahr	1964	wurde	bereits	 von	Muecke	berichtet,	 dass	die	mechanische	 Zerstörung	oder	
Vergößerung	 der	 Kloakenmembranen	 bei	 Hühnern	 das	 Einwandern	 mesodermaler	 Zellen	
entlang	der	infra-umbilikalen		Mittellinie	verhindert	und	damit	zur	Ekstrophie	führt	(Muecke,	
1964).	Tiermodelle	zu	uro-rektalen	Fehlbildungen	suggerieren,	dass	eine	Entwicklungsstörung	
im	 Bereich	 der	 Kloakenmembran	 die	 Organisation	 und	 Entwicklung	 des	 Genitaltuberkels	
beeinflussen	 kann	 und	 damit	 zur	 Entstehung	 einer	 Epispadie	 führen	 könnte.	
Dementsprechend	 wurde	 auf	 der	 Grundlage	 einer	 Entwicklungsstudie	 von	 erblichen	
anorektalen	Fehlbildungen	bei	Schweineembryonen	abgeleitet,	dass	eine	abnorme	Anlage	der	










1985)	 resultierte,	 so	dass	 diese	bei	Geburt	 einen	KE	 ähnlichen	Phänotyp	 aufwiesen.	Diese	
Beobachtungen	unterstütze	die	Idee	von	einer	vorzeitigen	Ruptur	der	Kloakenmembran	bei	
der	Entstehung	der	KE.	Man	nimmt	an,	dass	die	unterschiedlichen	Formen	des	BEEKs	auf	eine	
Ruptur	 der	 sehr	 verletzlichen	 Kloakenmembran	 zurückzuführen	 sind,	 deren	 Zeitpunkt	 und	












al.,	 2004).	 Die	 Fehlentwicklung	 soll	 dabei	 im	 Rahmen	 der	 sekundären	 Gastrulation	 ohne	
Beteiligung	der	Kloakenmembran	stattfinden.	Zusätzlich	kann	eine	KE	in	Hühnerembryonen	
durch	Zugabe	von	Nigericin	oder	Ochratoxin	A	induziert	werden	(Vedel-Macrander	and	Hood,	
1986;	Wei	 and	 Sulik,	 1996).	Männer	 und	Kluth	 konnten	darüber	 hinaus	 eine	 KE	 durch	 die	
Behandlung	von	Hühnerembryonen	mit	Suramin	oder	Trypanblau	in	sechs	Leghorn-Hühnern	
erzeugen	 (Männer	 and	 Kluth,	 2003).	 In	 weiterführenden	 Untersuchungen	 an	
Hühnerembryonen	 konnten	 Männer	 und	 Kluth	 zeigen,	 dass	 die	 Exposition	 der	
Hühnerembryonen	mit	Suramin	zu	einer	aneurysmatischen	abnorm	großen	Schwellung	der	
dorsalen	Bauchaorta	 führte,	 die	 zu	 einer	 abnormen	Distension	 des	 Beckengürtels	 und	der	
infra-umbilikalen	 Bauchwand	 führt.	 Dies	 wiederum	 könnte	 zur	 Ausdünnung	 der	 ventralen	











komplettes	 Ausschalten	 von	 p63(-/-)	 im	 murinen	 Knockout-Modell	 in	 einem	 Phänotyp	








vierten	 und	 sechsten	 Schwangerschaftswoche	 treten	 sowohl	 der	 Dottersack	 oder	 der	
primitive	Dickdarm,	als	auch	der	allantoisische	oder	primitive	urogenitale	Sinus	in	die	Kloake	
ein.	 Das	 Septum	 urorectale	 umkleidet	 dann	 (die	 sog.	 Tourneux-	 und	 Rathke-Falten)	 die	
lateralen	Kloakenwände,	die	zum	Septum	urorectale	fusionieren.	Gleichzeitig	beginnt	sich	der	
Embryo	 als	 Folge	 des	 Längenwachstums	 des	 wachsenden	 Neuralrohres	 und	 des	
mesodermalen	 Kompartiments	 zu	 krümmen.	Mit	 diesen	morphologischen	 Veränderungen	
wird	 der	 Abstand	 zwischen	 der	 Kloakenmembran	 und	 der	 Spitze	 des	 Septum	 urorectale	
fortschreitend	reduziert.		
Am	Ende	der	siebten	Schwangerschaftswoche	befinden	sich	das	Septum	urorectale	und	die	
Kloakenmembran	 auf	 dem	 gleichen	 Niveau.	 Die	 Kloake	 ist	 in	 einen	 ventralen	 (den	















ektopische	 Analöffnung	 oder	 Fistel	 manifestieren,	 sind	 von	 der	 vierten	 bis	 siebten	

















dem	 proximalen	 Ende	 der	 PDT	 durch	 die	 Bildung	 eines	mesenchymalen	 Septums	 auf	 der	
Frontalebene	der	PDT	getrennt	wird.	Ein	Fehler	in	diesem	Prozess	könnte	dann	zur	Ausbildung	
einer	EA/TEF	führen	(Ioannides	and	Copp,	2009).		





Obwohl	 syndromale	 Formen	 der	 EA/TEF	 selten	 sind,	 können	 dennoch	 funktionelle	
Untersuchungen	der	genetischen	Ursachen	wertvolle	Erkenntnisse	bezüglich	der	abnormen	






zahlreiche	 Gene	 und	 molekulare	 Wirkmechanismen	 mit	 der	 Entwicklung	 von	 EA/TEF	 in	
Zusammenhang	 gebracht	 (Felix	 et	 al.,	 2009).	 Gene,	 die	 mit	 der	 Entstehnung	 von	 EA/TEF	
Formen	 in	 Verbindung	 gebracht	 werden	 sind	 z.B.	 der	 FOX-Gene-Cluster,	 GLI2	 und	 GLI3,	
NKX2.1,	PCSK5,	SHH,	SOX2	und	TBX4	(Pinheiro	et	al.,	2012).	Eine	gestörte	Expression	dieser	
Gene	 oder	 apoptotische	 Prozesse,	 die	 durch	 die	 genannten	Gene	 reguliert	werden,	 sollen	





Unter	 Europäern	wurde	die	Geburtenprävalenz	über	das	 gesamte	BEEK-Spektrum	auf	 1	 in	
10.000	Lebendgeburten	geschätzt	(Reutter	et	al.,	2016a).	Obwohl	die	BEEK-Phänotypen	auch	
als	Teil	komplexer	Fehlbildungssyndrome	auftreten,	handelt	es	sich	in	den	meisten	Fällen	um	
isolierte	 Formen	 (ca.	 98,5%)	 (Boyadjiev	 et	 al.,	 2004;	 Gambhir	 et	 al.,	 2008;	 International	
Clearinghouse	for	Birth	Defects	Monitoring	Systems,	1987).	Caton	et	al.	hatten	im	Bundesstaat	









Aufgrund	 der	 Seltenheit	 des	 Phänotyps	 weißt	 man	 noch	 zu	 wenig	 über	 mögliche	
Umweltfaktoren.	Gemäß	heutigen	Wissensstand	stellen	assistierte	Reproduktionsverfahren	
einen	Risikofaktor	 dar	 (Wood	 et	 al.,	 2003,	 2007;	 Zwink	 et	 al.,	 2013).	 Des	Weiteren	waren	
mütterliches	Rauchen	und	die	medizinische	Bestrahlung	während	des	ersten	Trimenons	mit	















phänotypischen	 Spektrum	 seltener	 monogener	 Syndrome	 wider.	 Das	 Townes-Brocks-
Syndrom	z.B.	umfasst	Ohren-,	Gliedmaßen-	Anal-,	Nieren-	und	Herzanomalien	und	wird	durch	
Mutationen	im	SALL1-Gen	verursacht	(Kohlhase	et	al.,	1998;	Liang	et	al.,	2008).	Das	Currarino-





Die	 Ätiologie	 ist	 heterogen.	 Neben	 mikroskopischen	 und	 submikroskopischen	
Chromosomenstörungen	 und	 selten	 monogenen	 Formen	 geht	 man	 davon	 aus,	 dass	 dem	
Großteil	der	ARM	eine	multifaktorielle	Genes	zugrunde	liegt..		
Hinsichtlich	 der	 Erforschung	 nicht-genetischer	 Ursachen	 konnten	 Forscher	 mögliche	
Umweltfaktoren	 identifizieren.	 Zu	 diesen	 assoziierten	 Umweltfaktoren	 in	 der	
Schwangerschaft	 zählen	 mütterlicher	 Alkoholkonsum,	 Tabakrauch	 und	 Koffeinkonsum,	
Folsäuremangel	die	Einnahme	von	Benzodiazepinen	(z.B.	Lorazepam)	sowie	die	mütterliche	
Exposition	gegenüber	industriellen	Reinigungsmitteln	(Bonnot	et	al.,	2001;	Miller	et	al.,	2009;	
Myers	 et	 al.,	 2001;	 Schnitzer	 et	 al.,	 1995;	 Stoll	 et	 al.,	 1997;	 Yuan	 et	 al.,	 1995).	 Außerdem	
wurden	 erhöhte	 Risiken	 nach	 Anwendung	 assistierter	 Reproduktionsverfahren	 festgestellt	












1975;	 Depaepe	 et	 al.,	 1993;	 Torfs	 et	 al.,	 1995).	 In	 einer	 neuen	 Studie	 wurde	 die	
Geburtenprävalenz	von	EA/TEF	anhand	von	18	internationalen	Geburtenregistern	ermittelt,	
und	 es	 zeigte	 sich,	 dass	 EA/TEF	 bei	 ca.	 1	 von	 4.100	Geburten,	 einschließlich	 Totgeburten,	
auftritt.	 Die	 Prävalenz	 fällt	 zwar	 über	 verschiedene	 geografische	 Gebiete	 hinweg	
unterschiedlich	 aus,	 ist	 aber	 über	 die	 Zeit	 konsistent	 und	 zwischen	 den	
Überwachungsprogrammen	vergleichbar	(Nassar	et	al.,	2012).		
Es	gibt	verschiedene	Hinweise,	dass	Umweltfaktoren	in	die	Entstehung	der	EA/TEF	involviert	
sind.	 Eine	 sechsfach	 höhere	 Inzidenz	 bei	 Zwillingen,	 wobei	 jedoch	 meist	 nur	 ein	 Zwilling	
betroffen	 ist,	 und	 das	 sehr	 häufig	 sporadische	 Auftreten	 der	 Erkrankung	 implizieren	 die	
Beteiligung	von	Umweltfaktoren	in	der	Ätiologie	von	EA/TEF	(Brown	et	al.,	1999;	Depaepe	et	
al.,	1993;	Mastroiacovo	et	al.,	1999;	Robert	et	al.,	1993).	De	Jong	et	al.	(2010)	listen	mögliche	
spezifische	 Umweltfaktoren	 wie	 z.	 B.	 mütterliche	 Thiamazol-Exposition	 (Thyreostatikum),	
mütterliche	Exposition	gegenüber	Alkohol,	Drogen	oder	infektiösen	Erkrankungen,	oder	eine	
in-utero-Exposition	zu	Diethylstilbestrol	(Di	Gianantonio	et	al.,	2001;	Felix	et	al.,	2008;	de	Jong	
et	 al.,	 2010a;	Kyyrönen	and	Hemminki,	 1988;	Nora	et	 al.,	 1978).	Außerdem	wurden	 fetale	
Intoxikationen	bei	Schwangerschaftsdiabetes	und	die	Hypoperfusion	in	den	frühen	Phasen	der	
Embryogenese	bei	Zwillingen	mit	der	Entstehung	von	EA/TEF	assoziiert	(Davies	and	Giménez-
Scherer,	 2011;	 Felix	 et	 al.,	 2007;	 Geneviève	 et	 al.,	 2007).	 Aktuelle	 Studien	 des	 EUROCAT-















betroffenen	 Individuen	 lebenslang	 beeinträchtigt.	 Unter	 anderem	 ist	 die	
Reproduktionsfähigkeit	der	Patienten	mit	BEEK	eingeschränkt.	Daher	wird	vermutet,	dass	de	
novo-Ereignisse	 eine	 Ursache	 für	 das	 Auftreten	 des	 BEEK	 darstellen.	 Die	 Erfahrung	 in	 der	
medizinischen	 Genetik	 zeigen,	 dass	 Mutationsereignisse	 genomische	 Veränderungen	 mit	
unterschiedlichen	 Größen	 umfassen,	 die	 von	 kleinen	 Veränderungen	 beispielsweise	





wurden	 ca.	 30	 Familien	 mit	 mehreren	 betroffenen	 Personen	 beschrieben.	 Auch	 die	
Beobachtung	 höherer	 Konkordanzraten	 bei	 monozygoten	 im	 Vergleich	 zu	 dizygoten	
Zwillingen	weist	auf	ein	genetische	Beteiligung	hin	(Ludwig	et	al.,	2009;	Reutter	et	al.,	2003,	
2007).	Mittels	 Array-basierter	molekularer	 Karyotypisierung	wurden	 in	 den	 letzten	 Jahren	
größere	strukturelle	chromosomale	Aberrationen	in	Patienten	mit	BEEK	identifiziert:	Im	Jahr	
2004	haben	Thauvin-Robinet	und	ihre	Kollegen	eine	relativ	große	Deletion	in	9q34.1	bei	einem	
Säugling	 mit	 KE	 entdeckt	 (Thauvin-Robinet	 et	 al.,	 2004).	 Im	 Jahr	 2005	 wurde	 eine	 erste	
kleinere	 Deletion	 in	 3q12.2q13.2	 mit	 einer	 Größe	 von	 13Mb	 bei	 einem	 Patienten	mit	 KE	
beobachtet	 (Kosaki	 et	 al.,	 2005).	 Eine	 noch	 kleinere	 Deletion	mit	 einer	 Größe	 von	 2,4Mb	
wurde	bei	einem	KE-Patienten	in	der	chromosmalen	Region	1p36.33	identifiziert	(El-Hattab	et	
al.,	2010).	Außer	diesen	obengenannten	Deletionen	ist	bislang	keine	weitere	chromosomale	













RefSeq-Gene	 beherbergt.	 Die	 Charakterisierung	 dieser	 12	 Kandidatengene	 mittels	 In-situ-




279	 Patienten	 mit	 BEEK	 deckten	 weitere	 CNVs	 auf,	 einschließlich	 einer	 de	 novo	




Ausprägung	 des	 BEEK	 beim	 Menschen	 beitragen.	 Um	 kleinere	 dominante	 de	 novo	 oder	
erbliche	 autosomal-rezessive	Mutationen	 oder	 kleine	 CNVs	 zu	 identifizieren,	 erscheint	 die	












für	 die	 Entwicklung	des	BEEK.	Weitere	 Studien	 zu	SLC20A1	 und	CELSR3,	 einschließlich	 des	










Faktoren	 bei	 multifaktoriellen	 Erkrankungen	 identifizieren	 zu	 können,	 wendet	 man	
heutzutage	 genomweite	 Assoziationsstudien	 (genome-wide	 association	 study,	 GWAS)	 an.	
Alternativ	 können	 Einzelmarkeranalysen	 für	 bereits	 existierende	 Kandidatengene	 in	
Assoziationsstudien	 durchgeführt	 werden.	 Für	 den	 BEEK	 existieren	 bisher	 nur	 wenige	
Kandidatengen-basierte	Assoziationsstudien	(Qi	et	al.,	2013;	Reutter	et	al.,	2006;	Wilkins	et	







WNT3-Promotor,	 eine	 Region,	 die	 unter	 Amnioten	 hoch	 konserviert	 ist.	 Verschiedene	
Varianten	 mit	 unklarer	 Relevanz	 in	 dieser	 5’-UTR	 von	WNT3	 waren	 in	 einer	 Kohorte	 von	
Patienten	mit	KE	von	Vlangos	et	al.	identifiziert	worden	(Vlangos	et	al.,	2011).	Darüber	hinaus	
wurden	mehrere	potentielle	Transkriptionsfaktor-bindende	Motive	im	Promotor	von	WNT3	
aufgedeckt,	 von	denen	 sich	einige	 zuvor	 im	Gewebe	von	menschlichen	Neugeborenen	mit	
Blasenekstrophie	 als	 differentiell	 exprimiert	 und	 notwendig	 für	 die	 Förderung	 des	
embryonalen	Urorektalseptionsverfahren	erwiesen	(Kang	et	al.,	1997;	Nakamura	et	al.,	2011;	
Qi	et	al.,	2013).	Schließlich	wurde	gezeigt,	dass	diese	Region	regulatorische	Elemente	enthält,	
die	 den	 Wnt-Signalweg	 durch	 p63	 regulieren	 (Ferretti	 et	 al.,	 2011).	 Diese	 Befunde	
unterstützen	 die	 Annahme,	 dass	 es	 regulatorische	 Domänen	 innerhalb	 dieser	 intergenen	
Region	gibt,	die	in	der	Lage	sind,	den	Wnt-Singalweg	über	ein	konserviertes	WNT3-WNT9B-












Die	 Analyse	 von	 Kandidatengenen,	 die	 auf	 Array-CGH	 (engl.	 comparative	 genomic	




Bisher	 wurden	 chromosomale	 Aberrationen	 bei	 mindestens	 11	 Patienten	 mit	 allen	
Merkmalen	der	VATER/VACTERL-Assoziation	durch	zytogenetische	und	molekulare	Analysen	
aufgedeckt.	Im	Jahr	1977	haben	McNeal	et	al.	eine	Deletion	in	16q13q15	bei	einem	Patienten	






al.	 (2011)	 identifiziert.	 Darüber	 hinaus	 wurde	 das	 Emanuel-Syndrom,	 das	 sogenannte	
Derivative-22-Syndrom,	 bei	 zwei	 männlichen	 Patienten	 beobachtet	 (Prieto	 et	 al.,	 2007).	
Außerdem	wurden	Mosaike	eines	Ringchromosoms	12	oder	Ringchromosom	18,	sowie	eine	
partielle	Monosomie	 16p13.3	 und	 partielle	 Trisomie	 16q22	 identifiziert	 (Cinti	 et	 al.,	 2001;	
Reutter	und	Ludwig,	2013;	van	der	Veken	et	al.,	2010;	Yamada	et	al.,	2009).		
Neben	 den	 chromosomalen	 Anomalien	 können	 auch	 Mutationen	 in	 einzelnen	 Genen	 zur	
Entwicklung	der	Fehlbildungen	beitragen.	In	einer	Patientin	mit	TOF	(engl.	tetralogy	of	Fallot),	
bilateraler	 Hydronephrose,	 Hydroureter,	 ARM	 und	 Gliedmaßenfehlbildung,	 einem	
VATER/VACTERL-artigen	 Phänotyp,	 wurde	 eine	 heterozygote	 de	 novo	 Deletion	 von	 21	
Basenpaaren	in	HOXD13,	das	für	ein	Downstream-Target	von	SHH	codiert,	identifiziert	(Garcia-
Barceló	 et	 al.,	 2008).	 Bisher	 wurde	 jedoch	 kein	 anderer	 Patient	mit	 der	 VATER/VACTERL-
Assoziation	 mit	 krankheitsverursachenden	 Mutationen	 in	 HOXD13	 berichtet	 (Reutter	 and	
Ludwig,	 2013).	 Eine	 heterozygote	de	 novo	missense-Mutation	 in	PTEN	 fand	 sich	 in	 einem	
männlichen	Patienten	mit	VATER/VACTERL-Hydrozephalus-Phänotyp	(Reardon	et	al.,	2001).	
Im	 Jahr	 2014	 haben	 Zeidler	 et	 al.	 eine	 Analyse	 des	 Gens	 FGF8	 bei	 49	 Patienten	 mit	






durchgeführt.	 Hierbei	 wurden	 zwei	 heterozygote	 Mutationen	 (p.Gly29_Arg34dup	 und	




et	 al.,	 2008).	 Interessanterweise	 präsentierten	 beide	 Patienten	 einen	 bilateralen	
Kryptorchismus,	der	ein	phänotypisches	Merkmal	im	FGF8-assoziierten	Kallmann-Syndrom	ist.	
Beide	Mutationen	 in	FGF8	waren	 vom	Vater	 vererbt.	Neben	der	 verspäteten	Pubertät	 bei	
beiden	Vätern	und	dem	einseitigen	Kryptorchismus	 in	einem	der	Väter	zeigten	diese	keine	
weiteren	Auffälligkeiten.	Dies	deutet	darauf	hin,	dass	Mutationen	in	FGF8	 in	den	Patienten	
mit	 VATER/VACTERL-Assoziation	 schwere	 Phänotypen	 verursachen	 könnten	 (Zeidler	 et	 al.,	
2014).		
Im	 Jahr	 2010	 wurde	 eine	 Haploinsuffizienz	 des	 Gens	 LPP	 bei	 einem	 Patienten	 mit	
VATER/VACTERL-Assoziation	festgestellt	(Arrington	et	al.,	2010).	LPP	kodiert	für	‚LIM-domain,	
preferred	translocation	partner	in	lipoma’,	ein	Protein,	von	dem	gezeigt	wurde,	dass	es	PEA3	
(polyomavirus	 enhancer	 activator	 3	 homolog),	 einen	 Transkriptionsfaktor	 der	 am	 SHH-
Signalweg	beteiligt	ist,	binden	kann	(Guo	et	al.,	2006).	Allerdings	zeigten	sich	keine	kausalen	







Neben	 der	 klassichen	 VATER/VACTERL-Assoziation	 ist	 eine	 weitere	 assoziierte	 Form	 mit	
Hydrozephalus	 bekannt.	 Im	 Hinblick	 auf	 die	 X-gekoppelte	 Übertragung	 wird	 sie	 als	 X-
gekoppelter	 VATER/VACTERL-Hydrozephalus	 (oder	 VACTERL-H)	 bezeichnet,	 der	 durch	
Mutationen	 im	 Gen	 ZIC3	 verursacht	 werden	 kann.	 ZIC3	 ist	 auch	 verantwortlich	 für	 die	 X-
gekoppelte	viszerale	Heterotaxie-1	 (Chung	et	al.,	2011;	Wessels	et	al.,	2010).	 Im	Jahr	2010	
berichteten	Wessels	et	al.	einen	Jungen	mit	einer	Expansion	einer	Polyalanin-Abfolge	in	ZIC3,	






weiteren,	 vier	 Generationen	 umfassenden	 Familie	 mit	 mehreren	 betroffenen	 Mitgliedern	
wurde	eine	Deletion	in	ZIC3	nachgewiesen.	Ein	Familienmitglied	mit	dieser	Deletion	zeigte	alle	
Merkmale	der	VATER/VACTERL-Assoziation	(Chung	et	al.,	2011).	
Als	 das	 erste,	 autosomal-rezessive	 kausale	 Gen	 für	 das	 gesamte	 klinische	 Bild	 der	
VATER/VACTERL-Assoziation	wurde	 das	Gen	TRAP1	 in	 zwei	 Familien	mit	 isoliertem	CAKUT	
(engl.	 congenital	 abnormalities	 of	 the	 kidney	 and	 urinary	 tract)	 sowie	 drei	 Familien	 mit	
VATER/VACTERL-Assoziation	 identifiziert	 (Saisawat	 et	 al.,	 2014).	 Trap1	 wird	 in	 den	
Nierenepithelen	 sich	 entwickelnder	Mäusenieren	 an	 E13,5	 und	 in	 der	 Niere	 erwachsener	
Ratten	expimiert.	Daher	unterstützt	die	Identifizierung	von	TRAP1	als	höchstwahrscheinlich	
verursachendes	 Gen	 für	 CAKUT	 oder	 die	 VATER/VACTERL-Assoziation	 mit	 CAKUT	 die	
Hypothese,	dass	variable	Expressivitäten	der	krankheitsverursachenden	Gene	an	der	Ätiologie	
der	Krankheit	beteiligt	sind	(Saisawat	et	al.,	2014).	
Es	 gibt	 nur	 wenige	 Tiermodelle	 bzw.	 Modelle	 von	 Knockout-Mäusen,	 die	 einen	
VATER/VACTERL-artigen	Phänotyp	aufweisen	können.	Dazu	gehören	genetisch	manipulierte	
Mäuse,	 die	 Mutationen	 in	 den	 Genen	 der	 Shh-Signalkaskade	 oder	 eine	 heterozygote	
Ethylnitrosoharnstoff-induzierte	 Mutation	 in	 Psck5	 tragen,	 bilden	 Fehlbildungen	 aus	 dem	
VATER/VACTERL-Spektrum	 aus	 (Kim	 et	 al.,	 2001;	 Szumska	 et	 al.,	 2008).	 Aufgrund	 dieser	






Verschiedene	 Beobachtungen	 weisen	 darauf	 hin,	 dass	 genetische	 Faktoren	 eine	
entscheidende	Rolle	in	der	Entwicklung	der	EA/TEF	einnehmen.	So	sind	zahlreiche	Multiplex-










Faktoren,	 die	 an	 der	 Ätiologie	 von	 EA/TEF	 beteiligt	 sind,	 wurden	 auch	 chromosomale	
Aberrationen	 in	 etwa	6%	bis	 10%	der	 Individuen	mit	 EA/TEF	beschrieben	 (Depaepe	et	 al.,	
1993;	Shaw-Smith,	2006;	Shaw-Smith,	2010;	Torfs	et	al.,	1995).	Hierzu	zählen	Aneuplodien	wie	
z.B.	das	Down-Syndrom,	Trisomie	13	und	Trisomie	18,	sowie	Trisomie	X	(Brosens	et	al.,	2014a,	
2014b;	 Scott,	 1993).	 Neben	 Anueploidien	 werden	 regelmäßig	 strukturelle	 chromosomale	
Aberrationen	 (z.B.	 13q-,	 17q-	und	22q11-Deletions-Syndrome)	beschrieben	 (de	 Jong	et	 al.,	
2010a).	 Da	 bei	 großen	 Aneuploidien	 und	 strukturellen	 Aberrationen	 jeweils	 viele	 Gene	
beteiligt	sind,	ist	es	schwierig	hieraus,	ein	einziges	kausales	Gen	zu	bestimmen.	Im	Jahr	2016	
wurde	 von	 unserer	 Arbeitsgruppe	 eine	 Studie	 zu	 Kopienzahlvariationen	 (CNVs)	 bei	 375	
Patienten	 mit	 EA/TEF	 durchgeführt.	 Hier	 konnten	 acht	 seltene	 CNVs	 (Duplikationen	 bei	
2q21.1,	 3p26.1,	 8p22,	 16p13.11	 und	 21q22.2;	 Deletionen	 bei	 7q35q36.3,	 11p14.3	 und	
13q12.11)	bei	 sechs	Patienten	 identifiziert	werden,	die	 alle	de	novo	 auftraten.	Von	diesen	
Aberrationen	wurde	nahezu	zeitgleich	die	Deletion	bei	7q35q36.3	erneut	mit	EA/TEF	assoziiert	
(Busa	et	al.,	2016).	Zusammengefaßt	konnten	in	unserer	Studie	de	novo	CNVs	in	1,55%	der	
Patienten	 mit	 isolierter	 EA/TEF	 und	 in	 1,62%	 der	 Patienten	 mit	 EA/TEF	 und	 zusätzlichen	
angeborenen	Anomalien	beobachtet	werden.	Darüber	hinaus	wurden	drei	(15q13.3,	16p13.3	
und	 22q11.2)	 Suszeptibilitätsloci	 auf	 Grundlage	 ihrer	 Überlappung	mit	 bekannten	 EA/TEF-
assoziierten	 CNV-Syndromen	 identifiziert	 (Brosens	 et	 al.,	 2016).	 Zusätzlich	 zu	 den	
identifizierten	 wahrscheinlich	 kausalen	 de	 novo	 CNVs	 konnten	 wir	 167	 seltene	 CNVs	
entdecken.	Obwohl	diese	CNVs	wohl	nicht	direkt	krankheitsverursachend	sind,	könnten	sie	
eine	 Rolle	 als	 Modifikatoren	 in	 einem	 Multi-Hit-Modell	 oder	 als	 „zweiter	 Hit“	 in	 einem	
rezessiven	Modell	spielen	(Brosens	et	al.,	2016).	
Weitere	 Hinweise	 auf	 die	 Einbeziehung	 genetischer	 Faktoren	 in	 die	 Ätiologie	 von	 EA/TEF	
ergeben	 sich	 aus	 der	 Beobachtung	 von	 über	 50	 verschiedenen	 EA/TEF-assoziierten	
genetischen	Syndromen,	Assoziationen	und	Sequenzen	(de	Jong	et	al.,	2010a;	Shaw-Smith,	











(Rara,	 Rarß)	 und	 des	 Sonic-Hedgehog-Signalwegs	 (Shh,	 Gli2),	 sowie	 andere	 Homeobox-










Wissenschaftler	 haben	 verschiedene	 Labortechniken	 angewandt,	 um	 die	 genetischen	
Ursachen	 humaner	 Erkrankungen	 zu	 identifizieren.	 Hierzu	 werden	 üblicherweise	 humane	
Zellen	oder	humanes	Gewebe	von	betroffenen	Individuen	genutzt.	Anders	als	bei	genetischen	




Tiermodelle	 erforderlich.	 Während	 Mäuse	 und	 Ratten	 als	 Tiermodelle	 zur	 Untersuchung	






sind	 zwischen	dem	Menschen	und	dem	Zebrafisch	hochkonserviert	 (Barbazuk	et	al.,	 2000;	











Weise	 in	 vivo.	 Die	 im	 Einzell-Stadium	befruchteten	 Eier	 können	 leicht	mit	 DNA,	 RNA	oder	
Morpholino	 Oligonukleotiden	 injiziert	 werden,	 die	 die	 genetische	 Konstitution	 dauerhaft	
modifizieren,	 um	 so	 transgene	 oder	 „Knockout-Zebrafischlinien“	 zu	 generieren	 (Bill	 et	 al.,	
2009).	Darüber	hinaus	sind	die	Zebrafischembryonen	nahezu	durchsichtig	und	durch	Zugabe	
von	 N-Propylthiouracil	 (PTU)	 kann	 die	 darauffolgende	 Pigmentierung	 temporär	 verhindert	














der	 Patientenrekrutierung,	 eine	 detaillierte	 Erfassung	 der	 Patientenphänotypen	 sowie	 die	
Errichtung	einer	zentralen	DNA-Biomaterial-Bank.	




Dabei	 konzentrierten	 sich	 die	 CNV	 Analysen	 ausschließlich	 auf	 CNVs,	 die	 kodierende	
Gensequenzen	beinhalten.	Des	Weiteren	wurden	mittels	NGS-Technologie	besonders	schwer	
betroffene	 Patienten	 auf	 das	 Vorliegen	 ursächlicher	 dominanter	 de	 novo	 Mutationen	
untersucht.		
Priorisierte	 Kandidatengene	 wurden	 zum	 einen	mittels	 Sanger-Sequenzierung	 in	 größeren	
Patientenkohorten	weiter	untersucht	sowie	bezüglich	ihrer	Expression	in	Mäuseembryonen	
oder	 Zebrafischlarven	 funktionell	 charakterisiert.	 Letzteres	 wurde	 in	 Kooperation	mit	 den	
Arbeitsgruppen	 von	 Prof.	 Benjamin	 Odermatt	 (Institut	 für	 Anatomie,	 Universität	 Bonn,	



















Alle	 Patienten	 und	 Kontrollen	 waren	 mit	 der	 Teilnahme	 an	 den	 genetischen	 Studien	
einverstanden.	Von	allen	Familien	liegen	uns	die	schriftlichen	Einverständniserklärungen	vor.	
Bei	Kindern	unter	18	Jahren	wurden	die	entsprechenden	Einverständniserklärungen	von	den	




Ziel	 des	 Netzwerks	 für	 kongenitale	 uro-rektale	 Malformationen	 (CURE-Net)	 ist	 die	
systematische	 Untersuchung	 der	 molekularen	 Ursachen	 und	 die	 Evaluierung	 des	
postoperativen	Behandlungserfolges	und	der	unterschiedlichen	Formen	der	Nachsorge	durch	
multizentrische,	 klinische	 und	 psychosoziale	 Forschung	 mit	 Hilfe	 von	 standardisierten	
Untersuchungserfahren.	 Seit	 2009	 arbeiten	 die	 klinisch	 tätigen	 Ärzte	 und	
Grundlagenwissenschaftler	 aus	 verschiedenen	 Fachbereichen	 deutschlandweit	 mit	 den	
beiden	Patientenorganisationen	„Selbsthilfegruppe	Blasenekstrophie/Epispadie	e.V.“	(SHG	BE	
e.V.)	 und	 „Selbsthilfeorganisation	 für	 Menschen	 mit	 angeborenen	 anorektalen	
Fehlbildungen“	 (SoMA	 e.V.)	 zusammen.	 Die	 BEEK-	 und	 ARM-Patienten	 aus	 Deutschland	

























of	 Surgery,	 Southern	 Medical	 School,	 Faculty	 of	 Medicine,	 Nursing	 and	 Health	 Sciences,	
























Health	 and	 Center	 for	Molecular	Medicine,	 Karolinska	 Institutet,	 Stockholm,	 Sweden)	 hat	
unsere	Arbeitsgruppe	Zugang	zu	den	Genotypen	von	116	Schwedischen	KBE-Patienten	und	

















Das	 HNR-Kollektiv	 wurde	 im	 Ruhrgebiet	 für	 die	 Untersuchung	 von	 Herz-Kreislauf-
Erkrankungen	 rekrutiert	 (Schmermund	 et	 al.,	 2002).	 Auf	 dem	 BeadChip	
HumanOmniExpressExome-8	 v1.2	 wurden	 1.307	 HNR-Kontrollen	 genotypisiert	 und	
QuantiSNP-Daten	 erhoben.	 Die	 im	HNR-Kontrollkollektiv	 erhobenen	 CNVs	wurden	 für	 den	











die	 Interpretation	 der	 detektierten	 submikroskopischen	 chromosomalen	 Aberrationen	
geschaffen	 wurde	 (Firth	 et	 al.,	 2009).	 DECIPHER	 katalogisiert	 die	 häufigen	
Kopienzahlveränderungen	 in	 den	 normalen	 Populationen	 und	 ermöglicht	 damit	 den	
Ausschluss	 solcher	 benigner	 Kopienzahlveränderungen	 und	 damit	 die	 Priorisierung	
vermeintlich	 neuer	 und	 potenziell	 pathogener	 Veränderungen.	 Bekannte	 Gene	 innerhalb	
einer	 Aberration,	 sowie	 die	 phänotypischen	 Daten	 der	 Patienten	 sind	 im	 DECIPHER	
Patientenbericht	 aufgeführt,	 die	 Gene	 mit	 einer	 anerkannten	 klinischen	 Bedeutung	 sind	
hervorgehoben	und	priorisiert	(Firth	et	al.,	2009).	DECIPHER	ist	die	größte	CNV-Datenbank	mit	
phänotypischen	Daten.	Bisher	sind	in	DECIPHER	27.977	CNVs	und	3.370	Sequenzvarianten	in	
24.323	 Patienten	 unter	 Beteiligung	 von	mehr	 als	 250	 Zentren	 erfasst	 (Stand	 23.07.2017).	









Das	 Ziel	 des	 DGV-Projektes	 (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/about?ref=GRCh37/hg19)	 ist	 eine	
umfassende	 Zusammenfassung	 der	 strukturellen	 Variationen	 im	 menschlichen	 Genom	 zu	
erfassen.	Im	DGV	sind	die	genomischen	Veränderungen,	einschließlich	der	Segmente	der	DNA,	







(ExAC)“	 entwickelt	 worden,	 um	 die	 Exom-Sequenzierungsdaten	 aus	 einer	 Vielzahl	 von	
umfangreichen	Sequenzierungsprojekten	zu	sammeln	und	zu	harmonisieren,	sowie	die	Daten	
für	 Wissenschaftler	 weltweit	 zusammenzufassen.	 Der	 auf	 diesem	 Browser	 bereitgestellte	
Datensatz	umfasst	die	Exom-Sequenzierungsdaten	von	60.706	Individuen	(Lek	et	al.,	2016).	In	











Die	MGI	Datenbank	 ist	 eine	 internationale	Datenbank	 für	 die	 Labor-Mäuse	 und	 bietet	 ein	
integriertes	 und	 kuratiertes	 System,	welches	 einen	 aktuellen	 umfassenden	Überblick	 über	
Mausgene,	 genetische	 Marker	 und	 genomische	 Merkmale	 sowie	 die	 Assoziation	 dieser	











Das	ZFIN	 (http://zfin.org)	 ist	 die	 zentrale	Ressource	 für	die	 genetischen,	 genomischen	und	
phänotypischen	 Daten	 sowie	 Entwicklungsinformationen	 von	 Zebrafischen.	 Mittels	 ZFIN	















Oragen-Kit	 OG-250	 und	 OG-500	 (DNA	 Genotek,	 OraSure	 Technologies)	 wurden	 erst	 die	
Speichelproben	 gesammelt	 und	 nach	 der	 Inkubation	 bei	 50°C	 bis	 zur	 abschließenden	
Extraktion	 der	 DNA	 bei	 RT	 gelagert.	 Die	 Isolierung	 von	 DNA	 aus	 Blut	 wurde	 nach	
Herstellervorgaben	 größtenteils	 mit	 dem	 Chemagic	 Magnetic	 Separation	 Module	 I	 v20	
(PerkinElmer,	Baesweiler)	und	dem	„QIAamp	DNA	Blood	Maxi	Kit“	durchgeführt.	Die	DNA-
Präparation	aus	Speichel	erfolgte	nach	Herstellervorgaben	mit	dem	entsprechenden	Kit.	
Embryonen	 aus	 schwangeren	 Weibchen	 des	 C57BI6J-Mausstammes	 wurden	 an	 den	
embyonalen	Tagen	E8.5	(entsprechendes	Entwicklungs-Theiler-Stadium	13,	TS13)	und	E12.5	
(TS21)	entnommen.	Aus	den	TS13-Embryonen	wurde	der	Pharynx	Beutel,	der	Endoderm-	und	





















(Peqlab	 Biotechnologie	 GmbH)	 Spektrophotometers	 unter	 Verwendung	 von	 1,5µl	 DNA-
Lösung	 pro	 Messung	 bestimmt.	 Die	 Konzentrationsmessung	 basiert	 auf	 der	














Die	 Auswahl	 der	 Olionukleotidsequenzen	 ist	 das	 sogenante	 Primer-Design.	 Die	
Oligonukleotide	 (Primer)	 sind	 für	 eine	 erfolgreiche	 Durchführung	 der	 Polymerase-
Kettenreaktion	(PCR)	bzw.	Sequenzierung	notwendig	und	sie	müssen	genau	komplementär	
















• Im	 Primer	 sollten	 keine	 häufigen	 SNPs	 liegen.	 Nach	 Möglichkeit	 sollte	 auch	 kein	
seltener	SNP	enthalten	sein.	





Die	 Polymerase-Kettenrektion	 (engl.	 polymerase	 chain	 reaction,	 PCR)	 ist	 ein	
molekularbiologisches	Verfahren,	um	spezifisch	DNA-Segmente	in	vitro	zu	vermehren.	Dieses	
Verfahren	 besteht	 aus	 drei	 sich	 30	 bis	 35-mal	 wiederholenden	 Zyklen,	 nämlich	 das	
Aufschmelzen	der	DNA,	die	Anlagerung	der	Primer	an	ihre	komplementäre	Sequenz	und	die	





In	 Tabelle	 2	 ist	 ein	 Standard-Ansatz	 für	 die	 PCR	 dargestellt.	 Alle	 Reaktionen	 wurden	 in	
dünnwandigen,	 sterilen	 Reaktionsgefäßen	 und	 in	 einem	 Thermozykler	 nach	 dem	 in	 den	



































Reaktionsphase	 Temperatur	 Zeit	 Zyklen	





finale	Elongation	 72°C	 10	min	 1	













der	 angelegten	 Spannung	 sowie	 der	 Konzentration	 des	 Agarosegels.	 Je	 nach	 Größe	 der	
Fragmente	wird	das	Agarosegel	mit	entsprechender	Konzentration	eingesetzt,	d.h.,	kleinere	
Fragmente	 können	 sich	 genauer	 durch	 ein	 Gel	 mit	 erhöhter	 Agarose-Konzentration	
auftrennen	lassen.		
In	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 wurden	 Agarosegele	mit	 einer	 Konzentration	 von	 0,8%	 bis	 2%	
hergestellt.	Der	fluoreszierende	Farbstoff	Ethidiumbromid	(EtBr)	wurde	der	gelösten	Agarose	
zugesetzt,	 und	EtBr	 interkaliert	 in	 die	DNA-Doppelhelix.	 Anhand	des	UV-Lichts	werden	die	





Lösung	 wurde	 in	 einen	 geeigneten	 Gelträger	 gegossen.	 Wenn	 das	 Gel	 polymerisiert	 war,	
wurde	es	in	eine	geeignete,	mit	1X	TBE	gefüllte	Gelelektrophorese	Kammer	(Bio-Rad)	gelegt.	
Die	aufzutrennenden	DNA-Fragmente	wurden	mit	1X	Ladepuffer	versetzt	und	anschließend	
auf	 das	 Gel	 aufgetragen.	 Die	 Elektrophorese	 wurde	 bei	 80	 bis	 130	 Volt	 (je	 nach	 der	













hier	 zusätzlich	 eine	 Zugabe	 von	 SYBR	 Green	 I	 Master	 (Roche).	 SYBR	 Green	 I	 ist	 ein	










kodierenden	 Regionen	 und	 mit	 den	 in	 Tabelle	 5	 aufgelisteten	 Parametern	 mit	 Hilfe	 der	




		 Minimum	 Optimum	 Maximum	
PCR	Produktgröße	 120bp	 	 150bp	
Länge	der	Primer	 18bp	 20bp	 24bp	
Schmelztemperatur	 59°C	 60°C	 61°C	
GC-Kontent	 20%	 40%	 60%	
	
Alle	Primerpaare	wurden	mit	einer	Kontroll-DNA	anhand	einer	PCR	und	Gelelektrophorese	


















Reaktionsphase	 Temperatur	 Zeit	 Zyklen	













Schmelzkurve	 wurde	 analysiert,	 um	 die	 Spezifität	 der	 PCR-Reaktion	 zu	 überprüfen.	 Die	
Temperatur	wird	langsam	kontinuierlich	erhöht,	dadurch	wird	die	DNA	bis	zum	spezifischen	
Schmelzpunkt	 aufgeschmolzen	 und	 dabei	 SYBR	 Green	 I	 freigesetzt.	 Dadurch	 wird	 eine	
Änderung	 der	 Fluoreszenz	 gemessen.	 Die	 Schmelzkurve	 und	 Schmelztemperatur	 sind	
abhängig	 von	 der	 Länge	 und	 Basenzusammensetzung	 des	 DNA-Abschnittes.	 Mittels	 der	
Schmelzkurve	 unterscheiden	 sich	 die	 unterschiedlichen	 PCR-Produkte	 bezüglich	 ihres	
Schmelzverhaltens.	Die	Peaks	der	Schmelzkurven	stellen	die	Eigenschaft	eines	jeweiligen	PCR-
Produktes	 dar.	 Eine	 zusätzliche	 Schmelzkurvenspitze	 deutet	 darauf	 hin,	 dass	 unspezifische	
Nebenprodukte	in	der	PCR-Reaktion	entstehen.		
Mittels	der	∆∆Ct-Methode,	die	von	Alexander	Zink	in	unserem	Labor	etabliert	wurde,	wurden	






essentiell	 bei	 der	 qPCR.	 Geringe	 Unterschiede	 der	 Konzentration	 von	 Patienten-und	
Kontrollpersonen-DNA	 können	 eine	 Verfälschung	 der	 qPCR-Ergebnisse	 verursachen.	
Außerdem	kann	man	Pipettierfehler	und	Konzentrationsunterschiede	nicht	ganz	vermeiden.	
Um	 die	 Ergebnisse	 zu	 kalibrieren,	 wurden	 daher	 endogene	 Kontrollen,	 die	 sogenanten	
Haushaltsgene	 (engl.	 housekeeping	 genes,	 HKGs),	 verwendet.	 Diese	 sollten	 stets	 in	 zwei	
Kopien	im	Genom	vorhanden	sein	und	ubiquitär	exprimert	werden.	Daher	wurde	der	Ct-Wert	
der	Zielsequenz	gegen	den	Ct-Wert	der	internen	Kontrollen	in	der	∆∆Ct-Methode	normalisiert.	
(∆"# = "#% − "#'()*).	Als	interne	Kontrollen	wurden	in	dieser	Arbeit	die	drei	Haushaltsgene	
BNC1,	 CFTR	 und	 RnaseP	 verwendet.	 Alle	 Messwerte	 wurden	 gegen	 diese	 drei	 internen	
Kontrollen	normalisiert.	Darüber	hinaus	wurde	der	∆Ct	der	 Kontrollpersonen	 vom	∆Ct	der	
Patienten	 subtrahiert.	 ( ∆∆"# = [ "#, − "#'()* -.#/01# − "#, −"#'()* 231#4355604731] ).	 Nach	 der	 Normalisierung	 mit	 einer	 internen	 Kontrolle	 und	
Kontrollpersonen	wurde	die	Anzahl	an	DNA-Zielabschnitten	in	der	PCR	(2-∆∆Ct)	ermittelt.	Die	






























Phase	 Reversible	 Immobilization)	 basiert,	 aufgereinigt.	 In	 Abbildung	 7	 ist	 das	































Reaktionsphase	 Temperatur	 Zeit	 Zyklen	




finale	Elongation	 72°C	 10	min	 1	
Abkühlung	 4°C	 unendlich	 1	
	
Schließlich	 wurden	 die	 Sequenzierprodukte	 nach	 Herstellerangaben	 mit	 dem	 Agencourt	
CleanSEQ	 Kit	 (Beckman	 Coulter)	 aufgereinigt.	 Das	 Verfahren	 zur	 Aufreinigung	 der	
Sequenzierprodukte	mittels	eines	CleanSEQ	Kit	ist	schematisch	in	der	Abbildung	8	dargestellt.	
In	dieser	Arbeit	wurden	6µl	aufgereinigtes	Sequenzierprodukt	mit	6µl	HPLC-Wasser	verdünnt	












an	 Magnet-Beads;	 3.	 Trennen	 der	 Sequenzierprodukte	 von	 den	 Verunreinigungen	 mittels	 eines	
Magnetfeldes;	4.	Waschen	mit	85%-igem	Ethanol;	5.	Eluieren	der	Sequenzierprodukte	mit	HPLC-Wasser	








erlaubt	 es,	 bis	 zu	 40	 SNPs	 pro	 Multiplex-Reaktion	 in	 384	 Patientenproben	 parallel	 zu	
analysieren.	 So	 konnte	 die	 Replikationsstudie	 zu	 Kandidaten-Loci	 durchgeführt	 werden.	
Grundsätzlich	liegt	das	Prinzip	dieser	Technologie	in	der	Differenzierung	von	Allelen	aufgrund	
der	Massenunterschiede	der	vier	Basen	(Haff	and	Smirnov,	1997).	
Zunächst	 wird	 das	 Plexdesign	 (Primerdesign)	 zur	 Amplifikation	 und	 Einzelbasen-Extension	
durch	 die	 von	Agena	Bioscience	 bereitgestellte	Assay	Design	 Suite	 Software	 durchgeführt.	
Nach	 Eingabe	 von	 SNP-ID	 oder	 Informationen	 zur	 Markersequenz	 wird	 eine	
Zusammenstellung	 der	 Primersequenzen	 für	 jeden	 einzelnen	 ausgewählten	 Marker	 von	
einem	Algorithmus	dieser	oben	genannten	Software	ermittelt.	Für	das	Primerdesgin	müssen	








Im	 ersten	 Schritt	 wird	 durch	 eine	Multiplex-PCR	mit	 den	 für	 jeden	 SNP	 spezifischen	 PCR-
Primern	 ein	 ca.	 100bp	 großes	 PCR-Produkt	 generiert.	 Die	 Reaktion	 wurde	 in	 384er	
Mikrotiterplatten	angesetzt.	Für	ein	Sequenom-Experiment	wurden	in	dieser	Arbeit	16ng	DNA	
als	Ausgangsmaterial	verwendet.	Diese	DNA	wurde	zuerst	in	384er	Mikrotiterplatten	mittels	















Reaktionsphase	 Temperatur	 Zeit	 Zyklen	




finale	Elongation	 72°C	 3	min	 1	
Abkühlung	 12°C	 unendlich	 1	
	
Nach	 der	 Multiplex-PCR	 wurden	 die	 PCR-Produkte	 anschließend	 mit	 Schrimp	 Alkaline	
Phosphatase	 (SAP)	 verdaut,	welche	die	 überschüssigen	dNTPs	 entfernte,	 die	 sonst	 bei	 der	






















Nach	 dem	 SAP-Verdau	 wurde	 die	 Einzelbasen-Verlängerungsreaktion	 (engl.	 single-base	
extension,	 SBE)	 durchgeführt,	 indem	 der	 UEP-Mix	 (engl.	 unextended	 primer,	 UEP)	 und	
Didesoxynukleotide	(ddNTPs)	auf	die	384-er	Platte	gegeben	wurden.	Anhand	der	Assay	Design	
Suite	 Software	 wurden	 ebenfalls	 die	 UEPs	 ermittelt,	 die	 alle	 eine	 unterschiedliche	Masse	
haben.	Die	UEPs	hybridisierten	mit	 ihrem	Hydroxyl-Ende	direkt	an	die	erste	Position	neben	
dem	SNP,	wodurch	es	zur	Verlängerung	mit	einem	ddNTP	und	zu	den	Genotyp-spezifischen	
Massendifferenzen	 kommt.	 Die	 ddNTPs	 dienten	 ähnlich	 der	 Sequenzier-Reaktion	 in	 der	
Sanger-Sequenzierung	 als	 Terminatoren,	 dadurch,	 dass	 die	 Hydroxylgruppe	 nicht	mehr	 an	
eine	Carboxylgruppe	bindet.	So	wurde	die	Reaktion	nach	der	Verlängerung	von	einer	Base	
nach	 dem	 SNP	 abgebrochen.	 Für	 die	 SBE-Reaktion	 wurden	 die	 UEPs	 aufgrund	 der	
unterschiedlichen	Massengruppen	 in	 vier	 unterschiedlichen	 Konzentrationsgruppen	 (7µM,	
9,3µM,	11,6µM,	14µM)	eingeteilt.	Die	Sequenzen	der	in	dieser	Arbeit	verwendeten	Vorwärts-,	



















Reaktionsphase	 Temperatur	 Zeit	 Zyklen	
initiale	Denaturierung	 94°C	 30	sec	 1	




finale	Elongation	 72°C	 3	min	 1	




Harzes	 wurden	 in	 jede	 Vertiefung	 einer	 speziell	 dafür	 vorgesehenen	 384er	 Platte	
ausgestrichen	und	für	mindestens	eine	Stunde	getrocknet.	Zuerst	wurden	je	16µl	Millipore-
Wasser	zur	Reaktion	hinzupipettiert.	Danach	wurde	die	Reaktion	durch	Zugabe	von	trockenem	
Harz	über	einen	 Inonenaustausch	entsalzt.	Hiernach	wurde	der	Reaktionsansatz	 für	 sieben	
Minuten	 langsam	rotiert	und	anschließend	bei	4000	 rpm	 für	 sieben	Minuten	 zentrifugiert.	
Danach	 wurden	 15nl	 der	 jeweiligen	 Multiplex-Reaktion	 aus	 der	 Platte	 mittels	 eines	













(engl.	 time	 of	 flight,	 TOF)	 sind	 abhängig	 von	 ihren	Massen	 und	 werden	 dabei	 durch	 den	





Außer	 Sequenom	 wurde	 die	 Infinium	 BeadArray	 Plattform	 der	 Firma	 Illumina	 für	 die	
Genotypsierung	 verwendet.	 Mittels	 Illumina	 Arrays	 erlauben	 genomweite	
Assoziationsstudien	und	die	Detektion	von	Kopienzahlveränderungen.	Hierbei	ermittelt	man	





einer	 bestimmten	 Stelle	 und	 an	 jeden	 Bead	 koppelt	 nur	 die	 Sonde	 für	 einen	 spezifischen	
Marker	 (SNP).	 Ein	 SNP-spezifischer	 Bead	 ist	 im	 Mittel	 20mal	 auf	 einem	 Chip	 vorhanden	
(Gunderson	et	al.,	2004).	Jeder	Bead	ist	zusätzlich	zur	jeweiligen	SNP-spezifischen	Sonde	mit	




bestand	 aus	 vier	 Schritten:	 (i)	 Amplifikation	 des	 ganzen	 Genoms,	 (ii)	 Array-basierte	






enzymatic	 allele-specific	 primer	 extension,	 ASPE),	 (iv)	Detektion	 des	 amplifizierten	 Signals.	
Insgesamt	dauert	dieses	Verfahren	drei	Tage.	
Zunächst	wurde	eine	Verdünnung	von	50ng/µl	(insgesamt	500ng)	der	genomischen	DNA	jedes	
Patienten	 als	 Vorbereitung	 hergestellt.	 Am	 ersten	 Tag	 wurde	 die	 Amplifikation	 der	 DNA	
durchgeführt,	um	qualitativ	hochwertige	Genotypisierungsdaten	zu	bekommen.	Am	zweiten	
Tag	wurde	zunächst	die	amplifizierte	DNA	enzymatisch	fragmentiert,	anschließend	gefällt	und	
neu	 gelöst.	 Schließlich	 wurde	 die	 behandelte	 DNA	 an	 die	 Sonden	 der	 Beads	 spezifisch	
hybridisiert.	Die	Sequenzen	der	Sonden	unterscheiden	sich	jeweils	nur	in	der	letzten	Base	vor	





SNPs	 verstärkt	 wurde.	 Die	 ddNTPs	 waren	 mit	 zwei	 verschiedenen	 Chemikalien	 markiert:	
ddCTPs	und	ddGTPs	mit	Biotin,	ddATPs	und	ddUTPs	mit	DNP	(2,4-dinitrophenol).	Die	Hapten-
markierten	 ddNTPs	 wurden	 effizient	 durch	 Polymerase	 eingebaut	 und	 erlaubten	 den	
Nachweis	mit	 einem	 zweifarbigen,	 orthogonalen,	mehrschichtigen	 immunhistochemischen	
Sandwich-Assay	(Steemers	et	al.,	2006).	Biotin	und	DNP	wurden	mit	einer	Kombination	von	





ausgelesen	 und	 mittels	 der	 GenomeStudio	 Software	 wurden	 die	 Genotypisierungsdaten	
ausgewertet.		
In	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 wurden	 die	 HumanOmniExpressExome-8	 v1.2	 und	 v1.3	 Arrays	
verwendet.	Der	HumanOmniExpressExome-8	v1.3-BeadArray	enthält	zusätzlich	4.854	Marker	











Exons	 aller	 Protein-kodierenden	 Gene	 im	 menschlichen	 Genom.	 Anstatt	 des	 gesamten	
Genoms	konzentriert	sich	WES	nur	auf	die	etwa	30	Millionen	Basenpaare,	die	in	funktionelle	
Proteine	umgesetzt	werden,	in	denen	Mutationen	aller	Wahrscheinlichkeit	nach	eine	schwere	




NimbleGen	 SeqCap	 EZ	 Human	 Exome	 Library	 v2.0	 angereichert.	 WES	 wurde	 unter	










ESP6500-Datenbank	 [Exome	 Variant	 Server,	 NHLBI	 GO	 Exome	 Sequencing	 Project	 (ESP),	
Seattle,	 WA	 (http://evs.gs.washington.edu/EVS/)]	 berichtet	 wurden,	 zu	 erfassen	 und	 die	











In	 dieser	 Arbeit	wurde	 die	 RNA-Sequenzierung	 für	 die	 Transkriptom-Analyse	mit	 Hilfe	 des	
QuantSeq	3’	mRNA-Seq	Library	Prep	Kit	(Lexogen)	nach	den	Herstellerangaben	durchgeführt.	
Hierbei	 wurde	 für	 jedes	 Transkript	 nur	 ein	 einzelsträngiges	 spezifisches	 Fragment	 zur	
Sequenzierung	am	3‘-Ende	der	PolyA-RNA	generiert.		








des	 Algorithmus	 Subread	 v1.5.1	 (http://subread.sourceforge.net/)	 gegen	 die	 primäre	
Assemblierung	 des	murinen	 Referenzgenoms	GRCm38	 (Liao	 et	 al.,	 2013).	 Die	 Zählung	 der	










Für	 jeden	 SNP-Marker	 ergibt	 das	 zweifarbige	 Auslesen	 des	 Infinium	 HD	 Assays	 die	


















des	 Clusters	 korrigiert	 ist.	 Die	 Positionen	 innerhalb	 des	 Clusters	wurden	 von	 einer	 großen	
Menge	gesunder	Individuen	generiert.	Mithilfe	der	BAF	ist	es	einfacher,	verglichen	mit	dem	
Thetawert,	 die	 Genotypdaten	 aller	 SNPs	 innerhalb	 einer	 chromosomalen	 Region	 zu	
visualisieren,	da	die	BAF	wenigere	Locusvariationen	als	der	Thetawert	für	eine	untersuchte	
Probe	 darstellt.	 Die	 Transformation	 des	 Thetawertes	 zu	 den	 Allelfrequenzen	 (Tabelle	 16)	

























Das	 LRR	 (log2(RGemessen/RReferenz)	 basiert	 auf	 den	 normalisierten	 Intensitätsdaten	 und	











Abbildung	 9	 zeigt	 exemplarisch	 eine	 Darstellung	 von	 Chromosom	 3	 eines	 Patienten	 ohne	
Kopienzahlveränderungen	 im	 GenomeStudio.	 In	 dieser	 Studie	 erfolgte	 keine	 Analyse	 der	
Geschlechts-Chromosomen.	
	
















Theoretisch	dürfte	 keine	BAF	 für	 diesen	DNA-Abschnitt	 vorliegen,	 allerdings	weist	 die	BAF	









liegenden	 Marker.	 Abbildung	 11	 zeigt	 ein	 Beispiel	 für	 eine	 Duplikation	 eines	



















Bisher	 wurden	 verschiedene	 „Software	 Tools“	 entwickelt,	 um	 die	 in	 mittels	 SNP-Arrays	
erhobenen	 CNVs	 zu	 detektieren.	 Basierend	 auf	 den	 zugrundliegenden	 mathematischen	
Methoden	lassen	sich	diese	Programme	in	zwei	Gruppen	unterteilen,	die	entweder	auf	die	
Anwendung	 eines	 Hidden	 Markov	 Modells	 (HMM)	 oder	 der	 Nutzung	 eines	
Segmentierungsalgorithmus	beruhen.	HMM-basierten	Methoden	zielen	darauf	ab,	verdeckte	
Kopienzahlzustände	 entlang	 einer	 Markov-Kette	 vorherzusagen,	 während	
Segmentierungsalgorithmen	die	Chromosomen	in	Segmente	aufteilen	und	versuchen	jedem	
Segment	einen	Kopienzahlzustand	sinnvoll	zuzuordnen	(Nutsua	et	al.,	2015).		




Hinblick	 auf	 das	 LRR	 und	 die	 BAF	 jedes	 SNP	 ausgerichtet	 (Colella	 et	 al.,	 2007).	 Mittels	
QuantiSNP	 wird	 ein	 LogBayes-Faktor	 (logB)	 jeder	 Region	 mit	 der	 Kopienzahlveränderung	
zugeordnet.	Der	logB	ermittelt	eine	Wahrscheinlichkeit	für	die	Effektstärke	aus	den	Daten	für	
das	 Vorhandensein	 einer	 Kopienzahlvariante	 in	 einer	 Region	 verglichen	 zur	Nullhypothese	
bzw.	dass	keine	Variante	in	der	Region	vorliegt.	Je	größer	der	logB	ist,	desto	stärker	ist	der	
Beweis	 für	 die	 Existenz	 einer	 Kopienzahlvariante.	 Die	 QuantiSNP-Version	 2.0	
(https://sites.google.com/site/quantisnp/)	 schlägt	 als	 Schwellenwert	 einen	 logB	 Wert	 von	
mindestens	 30	 vor,	 um	 eine	 möglichst	 niedrige	 Falsch-Positiv-Rate	 (<1%)	 zu	 erhalten.	
Konsekutiv	 erhöhen	 Schwellenwerte	 zwischen	 10	 und	 30	 die	 Wahrscheinlichkeit	 kleinere	
CNVs	zu	detektieren,	allerdings	unter	Inkaufnahme	einer	steigenden	Falsch-Positiv-Rate	(bis	
zu	10%).	Kopienzahlveränderungen	mit	einem	 logB	kleiner	als	10	sind	 fraglich	und	werden	











die	 beobachteten	 strukturellen	 genomischen	 Varianten	 und	 phänotypische	 Daten	 zu	
speichern,	zu	visualisieren	und	zu	interpretieren.	Auf	dem	Server	der	Humangenetik	in	Bonn	
steht	 diese	 Software	 zur	 Verfügung.	 Die	 Software	 Cartagenia	 Bench	 Lab	 CNV	 ist	 mit	
verschiedenen	 Datenbanken	 vernetzt,	 einschließlich	 der	 Ensembl-Datenbank,	 der	 DGV-
Datenbank	usw.,	damit	eine	Verarbeitung	der	erhobenen	QuantiSNP-Daten	halbautomatisch	
durchgeführt	werden	kann.	Nach	dem	Hochladen	der	QuantiSNP-Daten	erlaubt	das	Programm	

















v1.3	 von	 der	 Firma	 Illumina	 erhoben.	 Im	 Folgenden	 wurde	 eine	 Qualitätskontrolle	 im	 GS	
durchgeführt.	Eine	Call-Rate	steht	hier	für	die	Qualität	der	Genotypisierungsdaten	und	wurde	




























eine	 große	 Anzahl	 an	 informativen	 Markern	 in	 enger	 physikalischer	 Nähe	 zueinander	





Folgende	 CNVs	 wurden	 ausgefiltert:	 (i)	 CNVs,	 die	 komplett	 mit	 einem	 CNV	 aus	 DGV	




CNVs,	 die	 keine	 physikalische	 Überlappung	mit	 den	 CNVs	 von	 HNR-Kontrollen	 aufwiesen,	
wurden	für	weitere	Filterschritte	und	Analysen	aufgenommen.	
Alle	verbleibenden	CNVs	wurden	mittels	UCSC	Genombrowser	und	GS	visuell	inspiziert.	Die	
CNVs,	 die	 nicht	 in	 kodierenden	 Regionen	 lagen	 und	 nur	mit	 vereinzelten	Markern	 (n	 <	 5)	
abgedeckt	waren,	wurden	in	diesem	Schritt	ausgegrenzt.	
Alle	 verbliebenen	 putativen	 CNVs	 wurden	 abschließend	 mittels	 qPCR	 validiert.	 Die	
verifizierten	CNVs	wurden	hinsichtlich	der	Funktionen	und	Expressionen	der	Gene,	die	in	den	









Für	 die	 Analyse	 der	 Exom/Genom-Daten	wurde	 von	 Herrn	 Holger	 Thiele	 im	 CCG	 Köln	 die	
Software	 Varbank	 entwickelt,	 die	 durch	 einen	 Webbrowser	 erreichbar	 ist	 und	 die	
grundsätzlichen	Annotationen	sowie	die	Filterfunktionen	zur	Verfügung	stellt.	Daher	wurden	
alle	 in	 der	 Arbeit	 analysierten	 Exom-Daten	 nach	 Absprache	 mit	 Herrn	 Thiele	 mittels	 der	
Varbank	gefiltert	und	analysiert.		
Die	Varbank	 (unveröffentlicht,	 https://varbank.ccg.uni-koeln.de)	wurde	 verwendet,	 um	die	
Exom-Daten	zu	filtern.	Dabei	können	durch	die	Varbank	seltene	(MAF	<	0,005)	Varianten	oder	
de	 novo	 Varianten	 (die	 A-posteriori-Wahrscheinlichkeit	 einer	 de	 novo	 Mutation,	 engl.	
posterior	probability	of	a	de	novo	mutation,	PP_DNM	>	0,5)	sowie	die	Varianten,	welche	die	
Proteinstruktur	 oder	 die	 Spleißstelle	 beeinflussen	 gefiltert	werden.	 Außerdem	wurden	 die	






dbNSFP	 ist	 eine	 Datenbank,	 die	 für	 die	 funktionale	 Vorhersage	 und	 die	 Annotation	 aller	
potentiellen	 nicht-synonymen	 Einzelnukleotidvarianten	 (engl.	 non-synonymous	 single-
nucleotide	variants,	nsSNVs)	im	menschlichen	Genom	entwickelt	wurde.		
Die	 aktuelle	 Version	 von	 dbNSFP	 ist	 auf	 der	 GENCODE-Version	 22	 /	 Ensembl-Version	 79	
abgelegt	und	umfasst	insgesamt	83.422.341	nsSNVs	und	ssSNVs	(engl.	splicing-site	SNVs).	Die	
Version	 beinhaltet	 Prädiktionswerte	 aus	 20	 verschiedenen	 Prädiktionsalgorithmen	
einschließlich	 SIFT,	 Polyphen2-HDIV,	 Polyphen2-HVAR,	 LRT,	 MutationTaster2,	
MutationAssessor,	 FATHMM,	MetaSVM,	 MetaLR,	 CADD,	 VEST3,	 PROVEAN,	 FATHMM-MKL	
coding,	fitCons,	DANN,	GenoCanyon,	Eigen	coding,	Eigen-PC,	M-CAP,	REVEL	und	MutPred.	Des	
Weiteren	 beinhaltet	 die	 aktuelle	 Version	 von	 dbNSFP	 6	 Konsenvierungswerte	 (PhyloP	 x	 2,	
phastCons	 x	 2,	 GERP++	 und	 SiPhy)	 und	 weitere	 relevante	 Angaben	 einschließlich	 Allel-








Datenbanken,	 die	 Funktionsbeschreibung	 und	 Expressionsdaten	 von	 Genen,	 sowie	
Geninteraktionsinformationen	usw.	(Liu	et	al.,	2011,	2016).	
Die	Prädiktion	der	Varianten,	die	durch	WES	oder	Sanger-Sequenzierung	entdeckt	wurden,	
wurden	 mittels	 dbNSFP	 durchgeführt.	 dbNSFP	 konnte	 kostenlos	 aus	 dem	 Internet	
(https://sites.google.com/site/jpopgen/dbNSFP)	 heruntergeladen	 und	 lokal	 gespeichert	
werden.	Mittels	der	Befehle	in	der	Eingabeaufforderung	wurden	die	Varianten	(nsSNVs	und	
ssSNVs)	 intepretiert.	Die	Varianten	wurden	 letztendlich	nach	der	Klassifikation	der	 „ACMG	






et	 al.,	 2015;	 Robinson	 et	 al.,	 2010).	 Die	 murinen	 Gen-IDs	 wurden	 mithilfe	 des	 Ensembl-
BiomaRt-R-Paketes	in	humane	Gen-IDs	übersetzt	(Durinck	et	al.,	2005,	2009).	Das	Berechnen	
der	Reads	von	technischen	Replikaten	erfolgte	mit	diesem	Programm	und	die	Daten	wurden	
mittels	 der	 „edgeR’s	 Trimmed-Mean	 of	M-values,	 TMM“	Methode	 und	 der	 limma-Vomm-





eBayes	 ist	eine	Methode,	um	differentiell	 exprimierte	Gene	 zu	bestimmen,	und	entspricht	
















Die	 Zellenabstammungsanalyse	 wurde	 von	 der	 Arbeitsgruppe	 von	 Prof.	 Gen	 Yamada	





Die	 Whole-mount	 in-situ-Hybridisierung	 (WISH)	 wurde	 von	 der	 Arbeitsgruppe	 von	 Prof.	
Benjamin	 Odermatt	 (Institut	 für	 Anatomie,	 Universität	 Bonn,	 Deutschland)	 nach	
Standardprotokollen	 (Thisse	 and	 Thisse,	 2008)	 durchgeführt,	 um	 die	 Genexpression	 im	





















Abb.	 14)	 (Draaken	 et	 al.,	 2015).	 Keine	 anderen	 Marker	 erreichten	 das	 genomweite	
Signifikanzniveau.	
	


















Replikationsstudie	 mit	 274	 KBE-Patienten	 europäischer	 Herkunft	 und	 1.365	 ethnisch	
angeglichener	 Kontrollen,	 sowie	 110	 nordamerikanischen	 KBE-Eltern-Kind-Trios	 mit	
europäischer	 Abstammung	 durchgeführt.	 Hierfür	 haben	 wir	 12	 Marker	 ausgewählt.	 Einer	
davon	 liegt	 in	der	Region	von	 ISL1	 und	war	 in	den	vergangenen	GWAS-Studien	und	Meta-






und	 Schweden	 (n	 =	 116)	 mit	 europäischer	 Herkunft	 und	 1.354	 ethnisch	 angeglichenen	








Von	 den	 nordamerikanischen	 Eltern-Kind-Trios	 wurden	 18	 KBE-Trios	 nach	 den	




Analyse	 der	 268	 KBE-Patienten,	 den	 ethnisch	 abgestimmten	 1.354	 Kontrollen	 und	 den	 92	
Eltern-Kind-Trios	dargestellt.	Eine	detailliertere	Beschreibung	der	Ergebnisse	vom	TDT	wird	in	
Tabelle	 18	 aufgelistet.	 Von	 allen	 getesteten	 Markern	 erzielte	 Marker	 rs6874700	 in	 der	
chromosomalen	Region	5q11.2,	die	den	ISL1-Locus	repräsentiert,	den	niedrigsten	P-Wert	mit	
2,22x10-08.	In	der	kombinierten	Analyse	der	vorangegangenen	Meta-Analyse	mit	der	aktuellen	































rs1475601	 1q31.3	 194.721.655	 G/A	 1,11	(0,60–2,05)	 0,88	(0,32–2,41)	 1,04	(0,61–1,76)	 0,884	
rs72748303	 1q32.2	 208.973.633	 A/G	 1,54	(0,95–2,52)	 0,71	(0,23–2,25)	 1,37	(0,87–2,15)	 0,170	
rs79145914	 4p14	 39.490.706	 G/A	 1,26	(0,74–2,14)	 1,75	(0,51–5,98)	 1,33	(0,82–2,15)	 0,254	
rs7689350	 4q13.3	 76.207.570	 A/C	 0,98	(0,70–1,38)	 2,13	(0,92–4,92)	 1,10	(0,80–1,51)	 0,568	
rs6874700	 5q11.2	 50.701.750	 A/T	 1,80	(1,44–2,25)	 1,61	(1,07–2,41)	 1,75	(1,44–2,13)	 2,2 × 10−08	
rs1514351	 6q12	 68.694.074	 C/T	 1,20	(0,96–1,50)	 0,91	(0,60–1,39)	 1,13	(0,92–1,37)	 0,239	
rs117622209	 6q22.1	 118.108.159	 C/T	 1,12	(0,64–1,96)	 1,20	(0,37–3,93)	 1,13	(0,69–1,88)	 0,623	
rs56189125	 7p14.3	 28.855.348	 G/A	 1,05	(0,09–11,78)	 1,67	(0,61–4,59)	 1,56	(0,61–3,96)	 0,353	
rs57086087	 8p11.21	 40.301.811	 T/C	 1,07	(0,80–1,44)	 1,42	(0,84–2,39)	 1,15	(0,89–1,48)	 0,301	
rs10119066	 9p24.1	 7.509.895	 T/G	 0,99	(0,66–1,50)	 1,60	(0,52–4,89)	 1,05	(0,71–1,55)	 0,806	
rs16917077	 9p21.1	 31.532.212	 C/T	 1,39	(0,74–2,59)	 1,38	(0,55–3,42)	 1,38	(0,83–2,32)	 0,215	









SNP	 Chromosom/Region	 Position	 Risiko-/anderes	Allel	 T	 NT	 TDT	 P_TDT	
rs1475601	 1q31.3	 194.721.655	 G/A	 8	 7	 0,07	 7,96E-01	
rs72748303	 1q32.2	 208.973.633	 A/G	 7	 5	 0,33	 5,64E-01	
rs79145914	 4p14	 39.490.706	 G/A	 7	 4	 0,82	 3,66E-01	
rs7689350	 4q13.3	 76.207.570	 A/C	 17	 8	 3,24	 7,19E-02	
rs6874700	 5q11.2	 50.701.750	 A/T	 61	 38	 5,34	 2,08E-02	
rs1514351	 6q12	 68.694.074	 C/T	 46	 42	 0,18	 6,70E-01	
rs117622209	 6q22.1	 118.108.159	 C/T	 6	 5	 0,09	 7,63E-01	
rs56189125	 7p14.3	 28.855.348	 G/A	 10	 6	 1,00	 3,17E-01	
rs57086087	 8p11.21	 40.301.811	 T/C	 34	 24	 1,72	 1,89E-01	
rs10119066	 9p24.1	 7.509.895	 T/G	 8	 5	 0,69	 4,05E-01	
rs16917077	 9p21.1	 31.532.212	 C/T	 11	 8	 0,47	 4,91E-01	

























In	 unseren	 CNV-Studien	 von	 169	 BEEK-Patienten	 wurde	 eine	 große	 vom	 gesunden	 Vater	
vererbte	Duplikation	mit	einer	Größe	von	6,08Mb	in	der	chromosomalen	Region	Xq11.1-q13.1	
bei	einer	Patientin	mit	KBE	identifiziert,	die	darüber	hinaus	ein	persistierendes	Foramen	ovale	
und	 eine	 beidseitige	 Inguinalhernie	 zeigte	 (von	 Lowtzow	 et	 al.,	 2016).	 Diese	 Duplikation	
umfasst	43	RefSeq	Gene	unter	 ihnen	EFNB1,	welches	 zuvor	mit	dem	Craniofrontonasalen-

























starke	 Expression	 des	 Gens	 isl1	 in	 der	 entwickelnden	 Genitalregion	 (einschließlich	 der	 Kloake,	 der	
Kloakenmembran	 und	 des	 auftauchenden	 genitalen	 Tuberkels)	 der	 Wildtyp-Mausembryonen	 zwischen	










kodierenden	 Regionen	 befinden	 da	 die	 Sequenzanalyse	 solche	 Regionen	 nicht	 abdeckte.	

























Daten	 von	 ExAC	 (http://exac.broadinstitute.org/gene/ENSG00000144136)	 vor.	 Darüber	





Slc20a1	 im	 „Midgut“	 im	Theiler-Stadium	 (TS)	 23	 (E14.5)	 (Blake	 et	 al.,	 2017).	Während	der	
embryonalen	Entwicklung	beim	Menschen	verlängert	sich	der	„Midgut“	von	der	Spitze	der	
duodenalen	 Schleife	 bis	 zum	 letzten	 Drittel	 des	 Querkolons.	 Aufgrund	 des	 differenziellen	
Wachstums	 von	 einigen	 Organen	 einschließlich	 den	 Nieren,	 der	 Leber	 und	 der	 kranialen	
Anteile	des	Mitteldarms,	welche	sich	schneller	verlängern	als	die	kaudalen	Anteile,	tritt	der	










des	 Nabels	 zurück	 in	 die	 Bauchhöhle	 entwickelt	 sich	 die	 menschliche	 Omphalozele,	 die	
zugleich	 ein	 phänotypisches	 Hauptmerkmal	 der	 KE	 und	 in	 milder	 Form	 der	 KBE	 darstellt	
(Gearhart,	 1998).	 In	 einer	 Studie	 an	 Sl20a1-Knockout-Mäusen	 konnten	 Wallingford	 und	






Die	 Ergebnisse	 unserer	 WES	 Analyse	 mit	 der	 Identifizierung	 einer	 de	 novo	 Mutation	 in	
SLC20A1	in	einer	Patientin	mit	KE	und	der	oben	genannten	Beobachtungen	von	Wallingford	
und	 Giachelli	 (2014)	 führten	 wir	 eine	 umfangreiche	 Re-Sequenzierung	 von	 SLC20A1	 bei	

























407_501	 c.709G>A	 G237R	 de	novo	 D	 D	 D	 M	 D	 D	 D	 D	 D	 31	 pathogen	
188_501	 c.893T>C	 V298A	 de	novo	 T	 N	 N	 N	 D	 N	 T	 T	 N	 0,001	 pathogen	










Zell-Abstammungsanalysen	 ermöglichen	 es,	 Kenntnisse	 über	 den	 zellulären	 Ursprung	 von	
Geweben	und	damit	von	Erkrankungen/Fehlbildungen	zu	erlangen.	Um	den	Beitrag	von	isl1-
exprimierenden	Zellen	im	sich	entwickelnden	Urogenitaltrakt	im	frühen	Stadium	untersuchen,	
wurde	 das	 isl1-mER-Cre-mER-Allel	 in	 Mausembryonen	 verwendet.	 Dieses	 Allel	 stellt	 eine	
Tamoxifen-abhängige	Cre-Rekombinase-kondierende	Sequenz	dar.	Durch	Tamoxifen	induziert	




verfolgen,	 wurde	 eine	 detaillierte	 Zelllinienanalyse	 nach	 Tamoxifen-Behandlung	 zu	
verschiedenen	Zeitpunkten	durchgeführt.	Eine	zunehmende	Anzahl	von	isl1-exprimierenden	
Zellen	 bei	 E7.5	 wurde	 im	 frühen	 Stadium	 der	 Entwicklung	 des	 Urogenitaltraktes	 und	 der	
Region	der	Harnblase	nachgewiesen	(Abb.	17C&F).	Des	Weiteren	zeigte	sich	eine	große	Anzahl	
von	 isl1-exprimierenden	 Zellen	 in	 den	 Regionen	 des	 Urogenitaltraktes	 nach	 Induktion	mit	




analysiert.	 Die	 Hoxa3-Cre-gesteuerten	 Mäuse	 besaßen	 die	 Cre-Aktivität	 in	 den	 kaudalen	
Körperregionen	 (Macatee	 et	 al.,	 2003).	 Die	 isl1-cKO-Mäuse	 präsentierten	 zeigen	 eine	










Abstammungsanalyse	 von	 isl1-exprimierenden	 Zellen	 bei	 E10.5	 und	 E15.5	 mittels	 Whole-mount-lacZ-
Färbung.	A:	Beitrag	von	isl1-exprimierenden	Zellen	in	Mausembryonen	bei	E10.5	(weißer	Pfeil);	B:	Beitrag	










zfl	 zwischen	 36-96	 Stunden	 nach	 Befruchtung	 (engl.	 hours	 post	 fertilisation,	 hpf)	 ist	 der	
Pronephros	 voll	 funktionsfähig.	 Im	 Gegensatz	 zu	 ausgewachsenen	 Fischen	 bildet	 das	
anschließend	entwickelte	Mesonephros	bei	Säugetieren	die	endgültigen	Nieren	(Marra	and	
Wingert,	 2014).	 In	 den	 frühen	 Entwicklungsstadien	 von	 zfl,	 kurz	 nach	 der	 Gastrulation	
(Schwanzknospen-Stadium	 10hpf),	 konnten	 die	 ersten	 renalen	 Vorläufer	 in	 bilateralen	
Streifen	von	intermedialem	Mesoderm	(IM)	detektiert	werden.	Die	ersten	renalen	Vorläufer	
liegen	 auf	 einer	 der	 beiden	 Seiten	 der	 embryonalen	 Mittellinie	 zwischen	 dem	 paraxialen	











und	 des	 Pec-Fin-Stadiums)	 in	 Wildtyp-zfl	 (wt-zfl)	 untersucht.	 Unter	 Verwendung	 einer	
Antisense-in-situ-Sonde,	 die	 eine	 UTR-Region	 der	 zfl-isl1-cDNA	 umfasste,	 konnte	 die	
Expression	von	isl1	in	der	Region	des	sich	entwickelndem	Pronephros	zu	allen	oben	erwähnten	
Zeitpunkten	deutlich	dargestellt	werden	(Zhang	et	al.,	2017a).	Bei	48hpf	wurde	eine	deutliche	
Expression	 von	 isl1	 in	 den	 anterior	 gelegenen	 Regionen	 des	 proximalen	 Tubulus	 (engl.	
proximal	convoluted	tubule,	PCT)	(Abb.	18)	beobachtet.	Der	zuvor	beschriebene	slc20a1a	in-
situ-Marker	 lokalisiert	 in	 derselben	 Region	 (Wingert	 et	 al.,	 2007;	 Zhang	 et	 al.,	 2017a).	
Während	es	Long-Pec-Stadiums	(48hpf)	konnte	gezeigt	werden,	dass	isl1	in	der	Region	nahe	



















dass	 die	 kausalen	 de	 novo	 CNVs	 an	 der	 Entstehung	 der	 VATER/VACTERL-Assoziation	 und	
VATER/VACTERL-ähnlichen	Phänotypen	beteiligt	sind.	Daher	wurde	in	dieser	Arbeit	eine	SNP-






anorektalen	 Malformation	 (Vestibuläre	 Fistel)	 und	 Nierenzysten.	 Außerdem	 wurden	 drei	
weitere	Mikrodeletionen	 in	 den	 chromosomalen	 Regionen	 5q23.1,	 16q23.3	 und	 22q11.21	
(vermittelt	von	„low	copy	repeats“	 (LCR)	22s	A	und	D),	sowie	eine	Mikroduplikation	 in	der	




assoziiert	 und	 wurde	 daher	 als	 wahrscheinlich	 ursächlich	 bei	 dieser	 Patientin	 beurteilt	
(Brosens	et	al.,	2016;	Schramm	et	al.,	2011).	Alle	übrigen	neun	Mikrodeletionen	und	sechs	
Mikroduplikationen	 wurden	 von	 einem	 gesunden	 Elternteil	 vererbt	 (Tabelle	 21).	 Drei	 der	
identifizierten	 CNVs	 (7q35del,	 13q31.3del	 und	 13q32.3-q33.1del)	 überlappten	 mit	 zuvor	









Patient	 Geschlecht	 Phänotyp	 Typ		der	CNV	 Chromosom	 Maximale	Betroffene	Region	 Größe	(bp)	
Väterlich	/	Mütterlich		
Vererbt	 ClinVar	Accession	Nummer	
1	 weiblich	 V,	A,	C	 Deletion	 1q44	 Chr1:245.900.039-246.475.061	 575.023	 väterlich	vererbt	 SCV000537140	
2	 weiblich	 A,	C,	TE,	L	 Duplikation	 2q21.1q21.2	 Chr2:132.140.614-132.312.325	 171.711	 väterlich	vererbt	 SCV000537141	
3	 weiblich	 A,	R,	L	 Deletion	 4q13.3	 Chr4:75.720.151-75.883.784	 163.634	 mütterlich	vererbt	 SCV000537142	
4	 männlich	 A,	C,	TE	 Deletion	 5q22.1q22.2	 Chr5:111.241.351-111.390.356	 149.006	 väterlich	vererbt	 SCV000537143	
5	 weiblich	 A,	TE	 Deletion	 5q23.1	 Chr5:118.890.915-119.082.631	 191.717	 ?	 SCV000537144	
6	 weiblich	 A,	R	 Duplikation	 7q21.2	 Chr7:15.424.383-15.534.832	 110.449	 väterlich	vererbt	 SCV000537145	
7	 weiblich	 A,	TE	 Deletion	 7q35	 Chr7:147.516.080-147.803.861	 287.782	 väterlich	vererbt	 SCV000537146	
8	 männlich	 A,	R	 Deletion	 9q22.32	 Chr9:97.290.466-97.419.146	 128.681	 väterlich	vererbt	 SCV000537147	
9	 weiblich	 V,	A,	C,	R	 Duplikation	 10q11.21	 Chr10:43.796.180-44.037.408	 241.228	 ?	 SCV000537148	
10	 männlich	 V,	A,	R	 Duplikation	 10q25.1	 Chr10:107.722.094-109.081.424	 1.359.331	 mütterlich	vererbt	 SCV000537149	
11	 männlich	 V,	A,	C,	R	 Deletion	 12q23.1	 Chr12:100.367.541-100.489.446	 121.906	 väterlich	vererbt	 SCV000537150	
12	 weiblich	 A,	C,	R	 Duplikation	 13q14.11	 Chr13:43.505.151-43.762.719	 257.568	 väterlich	vererbt	 SCV000537151	
13	 männlich	 V,	A,	TE	 Deletion	 13q31.3	 Chr13:93.377.562-93.606.814	 229.253	 mütterlich	vererbt	 SCV000537152	
14	 männlich	 V,	A,	TE,	R	 Deletion	 13q32.3q33.1	 Chr13:101.605.129-101.748.121	 142.993	 väterlich	vererbt	 SCV000537153	
15	 weiblich	 V,	A,	R	 Deletion	 15q25.2q25.3	 Chr15:84.931.022-85.728.834	 797.813	 mütterlich	vererbt	 SCV000537154	
16	 männlich	 V,	A,	R	 Deletion	 16q23.3	 Chr16:83.414.018-83.518.410	 104.393	 ?	 SCV000537155	
17	 männlich	 A,	C,	TE,	R	 Duplikation	 17p13.3	 Chr17:1.007.540-1.254.875	 247.335	 mütterlich	vererbt	 SCV000537156	
18	 weiblich	 A,	R	 Deletion*	 17q12	 Chr17:34.815.551-36.208.392	 1.392.842	 de	novo	 SCV000537157	
19	 männlich	 A,	C,	R	 Duplikation	 17q25.3	 Chr17:80.881.583-81.060.040	 178.457	 mütterlich	vererbt	 SCV000537158	
























Entwicklung	 des	 Ösophagus	 beteiligt	 sind,	 wurden	 Transkriptom-Analysen	 in	 von	
Mäuseembryonen	 gewonnenem	 Gewebe	 durchgeführt.	 Die	 Gewebeproben	 wurden	 im	
Bereich	 des	 sich	 entwickelnden	 Ösophagus	 bzw.	 der	 sich	 abspaltenden	 Trachea	 zu	 den	
Zeitpunkten	 E8.5	 (TS13)	 und	 E12.5	 (TS21)	 entnommen.	 Die	 Auswertung	 der	




Ist	 dieser	 kleiner	 als	der	 gesetzte	Wert	 von	1,7	 (interner	 Standardwert),	 ist	 die	 Expression	
eines	Gens	zwischen	beiden	Zeitpunkten	nicht	differentiell.	Hier	zeigten	nur	vier	von	20	Genen	














Ext-Code	 HGNC	 Refseq	 dbSNP-ID,	gnomAD	 MutCDNA	 MutProt	 Mm	 Gg	 Dr	 Xt	
4_501	 EEF1D	 NM_032378.4	 	 c.874C>T	 p.R292*	 K	 E	 -	 K	
4_501	 CELSR1	 NM_014246.1	 dbSNP:rs370934549,	gnomAD:3/276978	 c.4357G>A	 p.V1453I	 V	 I	 -	 I	
21_501	 HPS3	 NM_032383.3	 dbSNP:rs121908316,	gnomAD:10/277112	 c.1189C>T	 p.R397W	 H	 R	 R	 R	
27_501	 PIGC	 NM_153747.1	 	 c.716C>T	 p.A239V	 A	 -	 G	 A	
35_501	 NFX1	 NM_002504.4	 	 c.1723G>A	 p.V575M	 V	 -	 -	 V	
36_501	 ZFHX3	 NM_006885.3	 	 c.1601C>G	 p.P534R	 P	 P	 P	 N	
750_501	 ZFHX3	 NM_006885.3	 n.f.i.	dbSNP,	ExAC	Browser	a.c.	3/120598	 c.6377C>T	 p.A2126V	 A	 T	 T	 A	
41_501	 MTA3	 NM_020744.2	 	 c.393C>A	 p.F131L	 F	 -	 F	 -	
46_501	 FANCB	 NM_152633.2	 	 c.782G>A	 p.R261Q	 R	 Q	 S	 -	
46_501	 PLEC	 NM_201379.1	 dbSNP:rs376311731,	gnomAD:17/269188	 c.6704G>A	 p.R2235H	 R	 R	 K	 R	
63_501	 PPIP5K2	 NM_015216.2	 dbSNP:rs781849805,	gnomAD:2/242778	 c.686G>A	 p.R229Q	 R	 R	 R	 R	
88_501	 CLP1	 NM_006831.2	 gnomAD:1/246264	 c.814C>A	 p.H272N	 H	 H	 H	 H	
88_501	 GPR133	 NM_198827.3	 dbSNP:rs572513767,	gnomAD:6/276842	 c.1033G>A	 p.A345T	 A	 -	 -	 -	
88_501	 SLC5A2	 NM_003041.3	 	 c.644T>C	 p.L215P	 L	 -	 L	 L	
90_501	 KIAA0556	 NM_015202.2	 	 c.3730C>T	 p.H1244Y	 H	 H	 H	 H	
141_501	 STAB1	 NM_015136.2	 dbSNP:rs749427730,	gnomAD:7/243124	 c.6145C>T	 p.R2049C	 R	 -	 S	 -	
154_501	 GGT6	 NM_153338.2	 dbSNP:rs777462893,	gnomAD:1/241418	 c.1045A>G	 p.S349G	 S	 -	 -	 -	
167_501	 CHD7	 NM_017780.3	 	 c.4187C>G	 p.A1396G	 A	 A	 A	 -	
167_501	 TPP2	 NM_003291.2	 dbSNP:rs73578896,	gnomAD:303/275928	 c.1534G>A	 p.V512I	 I	 I	 -	 M	
172_501	 NPR2	 NM_003995.3	 	 c.952C>G	 p.R318G	 R	 K	 -	 T	
174_501	 UBA3	 NM_198195.1	 	 c.1088C>T	 p.S363F	 S	 S	 T	 P	
181_501	 TANC2	 NM_025185.3	 	 c.2357C>T	 p.P786L	 P	 -	 P	 P	
288_501	 TRPS1	 NM_014112.2	 	 c.1630C>T	 p.R544*	 R	 -	 R	 R	



















1	 172411047	 G	 A	 PIGC	 T	 D	 D	 M	 T	 N	 T	 T	 D	 11,61	 vermutlich	pathogen	
2	 42871278	 C	 A	 MTA3	 D	 D	 D	 H	 D	 D	 D	 D	 D	 26	 vermutlich	pathogen	
3	 52555698	 C	 T	 STAB1	 T	 N	 N	 M	 T	 D	 T	 T	 N	 24,1	 unklar	
3	 69105388	 G	 A	 UBA3	 D	 D	 D	 L	 T	 D	 T	 T	 D	 27,8	 vermutlich	pathogen	
3	 148868411	 C	 T	 HPS3	 D	 D	 A	 M	 T	 D	 D	 T	 D	 35	 unklar	
5	 102483678	 G	 A	 PPIP5K2	 D	 D	 D	 M	 T	 D	 T	 T	 D	 34	 unklar	
8	 61750228	 C	 G	 CHD7	 D	 D	 D	 H	 T	 D	 D	 D	 D	 33	 pathogen	
8	 116616566	 G	 A	 TRPS1	 .	 D	 A	 .	 .	 .	 .	 .	 D	 36	 pathogen	
8	 144671378	 G	 A	 EEF1D	 .	 N	 A	 .	 .	 .	 .	 .	 N	 28,5	 vermutlich	pathogen	
8	 144997327	 C	 T	 PLEC	 D	 U	 D	 N	 T	 N	 T	 T	 D	 26,5	 unklar	
9	 33318942	 G	 A	 NFX1	 D	 N	 N	 L	 T	 N	 T	 T	 D	 20,8	 vermutlich	pathogen	
9	 35799693	 C	 G	 NPR2	 T	 N	 D	 L	 D	 D	 T	 T	 D	 22,2	 vermutlich	pathogen	
11	 57428444	 C	 A	 CLP1	 T	 D	 D	 L	 T	 N	 T	 T	 D	 17,39	 unklar	
12	 131487736	 G	 A	 GPR133	 T	 N	 N	 N	 T	 N	 T	 T	 N	 0,016	 unklar	
13	 103288598	 G	 A	 TPP2	 T	 N	 N	 N	 T	 N	 T	 T	 D	 14,76	 unklar	
16	 27772832	 C	 T	 KIAA0556	 D	 N	 N	 L	 T	 N	 T	 T	 N	 1,985	 vermutlich	pathogen	
16	 31498710	 T	 C	 SLC5A2	 D	 D	 D	 H	 D	 D	 D	 D	 D	 27,6	 vermutlich	pathogen	
16	 72830204	 G	 A	 ZFHX3	 D	 N	 D	 L	 T	 N	 T	 T	 D	 22,3	 vermutlich	pathogen	
16	 72992444	 G	 C	 ZFHX3	 D	 D	 D	 L	 T	 D	 D	 D	 D	 19,2	 vermutlich	pathogen	
17	 4461651	 T	 C	 GGT6	 D	 N	 N	 N	 T	 D	 T	 T	 N	 5,968	 unklar	
17	 61432748	 C	 T	 TANC2	 T	 D	 D	 L	 T	 D	 T	 T	 D	 22,7	 vermutlich	pathogen	
22	 36624145	 C	 G	 APOL2	 T	 N	 N	 N	 T	 N	 T	 T	 N	 0,004	 vermutlich	pathogen	
22	 46835135	 C	 T	 CELSR1	 T	 U	 N	 N	 T	 N	 T	 T	 D	 15,33	 unklar	









Murine	Gene	ID	 Human	Gene	ID	 HGNC	Symbol	 Chromosom	 logFC	 AveExpr	 t	 P-Wert	 adj.	P-Wert	 B	
ENSMUSG00000041235	 ENSG00000171316	 CHD7	 8	 -1,92	 7,24	 -22,76	 1,19E-07	 1,50E-05	 8,57	
ENSMUSG00000038679	 ENSG00000104447	 TRPS1	 8	 3,34	 6,06	 20,38	 2,48E-07	 2,17E-05	 7,90	
ENSMUSG00000038872	 ENSG00000140836	 ZFHX3	 16	 0,96	 7,81	 12,97	 4,94E-06	 1,03E-04	 4,46	
ENSMUSG00000026698	 ENSG00000135845	 PIGC	 1	 1,45	 5,73	 12,45	 6,45E-06	 1,19E-04	 4,37	
ENSMUSG00000028469	 ENSG00000159899	 NPR2	 9	 2,11	 2,43	 8,38	 8,16E-05	 5,93E-04	 2,14	
ENSMUSG00000040648	 ENSG00000145725	 PPIP5K2	 5	 -0,69	 7,84	 -7,91	 1,17E-04	 7,49E-04	 0,91	
ENSMUSG00000055762	 ENSG00000104529	 EEF1D	 8	 -0,67	 8,91	 -7,40	 1,76E-04	 9,88E-04	 0,37	
ENSMUSG00000027079	 ENSG00000172409	 CLP1	 11	 -0,66	 4,32	 -4,71	 2,39E-03	 6,45E-03	 -2,01	
ENSMUSG00000055817	 ENSG00000057935	 MTA3	 2	 -0,66	 4,74	 -4,21	 4,30E-03	 1,02E-02	 -2,74	
ENSMUSG00000028423	 ENSG00000086102	 NFX1	 9	 -0,36	 6,45	 -4,21	 4,27E-03	 1,02E-02	 -2,98	
ENSMUSG00000050014	 ENSG00000128335	 APOL2	 22	 1,97	 -2,11	 3,02	 2,01E-02	 3,59E-02	 -2,98	
ENSMUSG00000027615	 ENSG00000163755	 HPS3	 3	 -0,60	 3,24	 -3,60	 9,19E-03	 1,90E-02	 -3,23	
ENSMUSG00000022565	 ENSG00000178209	 PLEC	 8	 0,31	 5,16	 2,84	 2,59E-02	 4,44E-02	 -4,73	
ENSMUSG00000053580	 ENSG00000170921	 TANC2	 17	 0,31	 5,19	 2,72	 3,05E-02	 5,02E-02	 -4,91	
ENSMUSG00000047757	 ENSG00000181544	 FANCB	 X	 -0,43	 3,12	 -2,14	 7,08E-02	 1,03E-01	 -5,33	
ENSMUSG00000041763	 ENSG00000134900	 TPP2	 13	 -0,25	 6,53	 -2,34	 5,29E-02	 8,02E-02	 -5,68	
ENSMUSG00000030061	 ENSG00000144744	 UBA3	 3	 0,18	 5,86	 1,77	 1,21E-01	 1,64E-01	 -6,41	
ENSMUSG00000042286	 ENSG00000010327	 STAB1	 3	 -0,29	 2,68	 -1,23	 2,60E-01	 3,16E-01	 -6,42	
ENSMUSG00000016028	 ENSG00000075275	 CELSR1	 22	 0,01	 3,89	 0,03	 9,78E-01	 9,82E-01	 -7,52	








Murine	Gene	ID	 Human	Gene	ID	 HGNC	Symbol	 Chromosom	 logFC	 AveExpr	 t	 P-Wert	 adj.	P-Wert	
ENSMUSG00000038679	 ENSG00000104447	 TRPS1	 8	 3,34	 6,06	 15,71	 7,32E-07	 7,66E-05	
ENSMUSG00000041235	 ENSG00000171316	 CHD7	 8	 -1,92	 7,24	 -13,69	 1,74E-06	 1,27E-04	
ENSMUSG00000026698	 ENSG00000135845	 PIGC	 1	 1,45	 5,73	 5,87	 3,50E-04	 4,43E-03	
ENSMUSG00000028469	 ENSG00000159899	 NPR2	 9	 2,11	 2,43	 5,34	 6,05E-04	 6,63E-03	
ENSMUSG00000038872	 ENSG00000140836	 ZFHX3	 16	 0,96	 7,81	 2,62	 1,76E-02	 8,30E-02	
ENSMUSG00000050014	 ENSG00000128335	 APOL2	 22	 1,97	 -2,11	 1,85	 5,62E-02	 2,11E-01	
ENSMUSG00000055817	 ENSG00000057935	 MTA3	 2	 -0,66	 4,74	 0,00	 7,41E-01	 1,00E+00	
ENSMUSG00000027079	 ENSG00000172409	 CLP1	 11	 -0,66	 4,32	 0,00	 7,57E-01	 1,00E+00	
ENSMUSG00000040648	 ENSG00000145725	 PPIP5K2	 5	 -0,69	 7,84	 0,00	 8,07E-01	 1,00E+00	
ENSMUSG00000027615	 ENSG00000163755	 HPS3	 3	 -0,60	 3,24	 0,00	 8,19E-01	 1,00E+00	
ENSMUSG00000055762	 ENSG00000104529	 EEF1D	 8	 -0,67	 8,91	 0,00	 8,43E-01	 1,00E+00	
ENSMUSG00000047757	 ENSG00000181544	 FANCB	 X	 -0,43	 3,12	 0,00	 9,30E-01	 1,00E+00	
ENSMUSG00000042286	 ENSG00000010327	 STAB1	 3	 -0,29	 2,68	 0,00	 9,62E-01	 1,00E+00	
ENSMUSG00000053580	 ENSG00000170921	 TANC2	 17	 0,31	 5,19	 0,00	 9,98E-01	 1,00E+00	
ENSMUSG00000022565	 ENSG00000178209	 PLEC	 8	 0,31	 5,16	 0,00	 9,98E-01	 1,00E+00	
ENSMUSG00000016028	 ENSG00000075275	 CELSR1	 22	 0,01	 3,89	 0,00	 9,99E-01	 1,00E+00	
ENSMUSG00000028423	 ENSG00000086102	 NFX1	 9	 -0,36	 6,45	 0,00	 9,99E-01	 1,00E+00	
ENSMUSG00000041763	 ENSG00000134900	 TPP2	 13	 -0,25	 6,53	 0,00	 9,99E-01	 1,00E+00	
ENSMUSG00000030061	 ENSG00000144744	 UBA3	 3	 0,18	 5,86	 0,00	 1,00E+00	 1,00E+00	








































Um	 die	 vielversprechendsten	 genomischen	 Regionen,	 die	 auf	 den	 Ergebnissen	 unserer	









Neuronen	und	Gliedmaßen	 spielt	 (Biemar	 et	 al.,	 2001;	 Cai	 et	 al.,	 2003).	 Allerdings	 fehlten	
bislang	 Untersuchungen,	 inwieweit	 isl1	 eine	 Rolle	 in	 der	 Entwicklung	 der	 ableitenden	
Harnwege	 spielt.	 Die	 Kloake	 ist	 eine	 der	 essentiellen	 embryonalen	 Strukturen	 für	 die	
Entwicklung	 des	 externen	 Genitale	 (Kaku	 et	 al.,	 2013).	 Die	 Epithelien	 der	 Kloake	 und	 das	
perikloakale	Mesenchym	(engl.	PCM)	und	die	 Interaktionen	des	PCM	spielen	eine	wichtige	
Rolle	 in	 der	 kaudalen	 Entwicklung.	 Den	 vorderen	 Anteil	 des	 PCMs	 wird	 mit	 aPCM	 (engl.	
anterior	 part	 of	 the	 PCM,	 aPCM)	 bezeichnet	 und	 befindet	 sich	 im	 oberen	 Teil	 der	
Kloakenregion	(Cai	et	al.,	2003;	Haraguchi	et	al.,	2007).	Die	von	unserem	Kooperationspartner	
durchgeführten	 Abstammungsanalysen	 zu	 isl1-exprimierenden	 Zellen	 in	Mäuseembryonen	
und	 isl1-cKO-Mausanalysen	 zeigen,	 dass	 das	 aPCM	 zur	 embryonalen	 Entwicklung	 der	
Harnblase,	des	Rektums	und	des	externen	Genitale	beiträgt.	Wie	bereits	dargestellt	haben	
KBE-Patienten	 neben	 der	 Fehlbildung	 der	 Harnblase	 und	 des	 äußeren	 Genitale	 zahlreiche	
Anomalien	 des	 menschlichen	 CAKUT-Spektrums	 z.B.	 vesikoureteraler	 Reflux	 oder	 eine	
Obstruktion	des	Ureterabgangs	vom	Nierenbecken	(engl.	ureteropelvic	junction	obstruction,	
UPJ).	Da	in	den	Abstammungsanalysen	der	isl1-exprimierenden	Zellen	sich	fast	alle	Strukturen	
des	 sich	entwickelnden	Harntraktes	 anfärben,	 spiegelt	 dies	das	 gesamte	Spektrum	der	bei	










bzw.	 genetische	 Veränderungen	 der	 kodierenden	 ISL1-Abschnitte	 oder	 ISL1-regulierender	
Elemente	 zu	 CAKUT-Fehlbildungen	 beim	 Menschen	 führen.	 Die	 epithelial-mesenchymale	
Interaktion	 zwischen	 Epithel	 und	 PCM	 ist	 für	 die	 Entstehung	 des	 kaudalen	 Embryos	
notwending.	Während	der	kaudalen	embryonalen	Entwicklung	sind	viele	Signalwege	wie	die	
des	 „Bone-morphogenetischen	 Proteins	 (Bmp)“	 und	 des	 „Sonic	 Hedgehog-Signalwegs	
(Shh)“	 im	 aPCM	 aktiviert.	 Defekte	 von	 Bmp-Signalen	 führen	 zu	
Körperwandverschlussdefekten	 (Sun	 et	 al.,	 2007;	 Uchimura	 et	 al.,	 2009).	 Ein	 weiterer	
Wachstumsfaktor,	 Shh,	 ist	 in	 den	 Kaudalepithelien	 im	 frühen	 Stadium	 exprimiert	 und	
beeinflusst	die	Entwicklung	des	aPCM	(Kaku	et	al.,	2013).	Es	wurde	auch	gezeigt,	dass	Shh-
Signale	 die	 Bmp-Signale	 modulieren	 (Haraguchi	 et	 al.,	 2001).	 Daher	 deuten	 die	 aktuellen	
























Meta-Analyse	 falsch	 positive	 Signale	 gewesen	 sein,	 die	 nicht	 für	 die	 Ausbildung	 der	 KBE	
relevant	sind	oder	nur	für	die	Ausbildung	der	KBE	bei	Patienten	mitteleuropäischer	Herkunft	
eine	Rolle	spielen.	Am	wahrscheinlichsten	ist	aber,	dass	unsere	vorherige	Meta-Analyse	die	








4	des	Gens	 ISL1	 vorliegt,	einen	Wert	von	von	2b	 (1a-6)	 in	 seiner	 funktionellen	Beurteilung	












Bereich	 transportiert.	 Dort	 wird	 das	 Phosphat	 dann	 zur	 Aufrechterhaltung	 von	 zellulären	











welchem	 SLC20A1-KO-Mäuse	 versterben	 entspricht	 dem	 embryonalen	 Zeitfenster,	 für	 das	
bereits	 zuvor	 eine	 abnormale	 Dottersackgefäßentwicklung	 mit	 einer	 hohen	 Letalität	 bei	







Die	 beiden	 neuen	 Varianten	 p.G237R	 und	 p.V298A	 wurden	 in	 den	 Patienten	 als	 de	 novo	
bestätigt.	Die	dritte	Variante	p.K441Q	war	mütterlich	 vererbt.	Die	Mutter	wiederum	hatte	
eine	leichte	Form	des	BEEK	(übergroße	Symphysenlücke).	Anhand	von	UniProt	wurde	der	Grad	
der	 Konsenvierung	 der	 identifizierten	Missense-Mutationen	 im	 Protein	 SLC20A1	 überprüft	
(Tabelle	26).	Dabei	 zeigt	 sich,	dass	die	Position	der	de	novo	Mutation	p.G237R	 in	anderen	
Vertebraten	 hochkonserviert	 ist.	 Nach	 dbNSFP	 wurde	 diese	 Missense-Mutation	 von	 acht	
Prädiktionsalgorithmen	 als	 kranheitsverursachend	 klassifiziert	 und	 nach	 „ACMG	 Standards	







 p.G237R	 p.V298A	 p.K441Q	
Human	(Q8WUM9)	 L	 I	 S	 V	 G	 C	 A	 V	 N	 K	 H	 P	 V	 S	 E	 V	 E	 G	 E	 Q	 K	 G	 E	 E	
MOUSE	(Q61609)	 -	 -	 - - - - - -	 H	 R	 N	 -	 - - - -		 -	 - - - - - D	 -	
RAT	(Q9JJP0)	 -	 -	 - - - - - -	 -		 R	 N	 -	 - - - -		 -	 - - - - - D	 -	
FELCA	(O97596)	 -	 -	 - - - - - -	 T	 R	 S	 -	 - - - -		 -	 - - - - - - - 
BOVIN	(F1MLZ2)	 -	 -	 - - - - - -	 T	 R	 N	 -	 - - - -		 -	 - - - - - - - 
XENTER	(Q5BL44)	 -	 -	 - - - - - -	 V	 K	 V	 -	 I	 L	 D	 M	 D	 T	 -	 A	 R	 P	 D	 -	
















Deletion	 wurde	 in	 einer	 Patientin	 mit	 einem	 VATER/VACTERL-ähnlichen	 Phänotyp	 (A,	 R)	
identifiziert.	Normalerweise	umfasst	das	17q12-Deletionssyndrom	15	Gene,	eines	davon	ist	
das	 Gen	 HNF1B,	 welches	 den	 Hepatozyten-Kernfaktor	 1ß	 kodiert.	 Zusätzlich	 zu	
Nierenanomalien	sind	die	Mutationen	und	Deletionen	in	HNF1B	mit	genitalen	Fehlbildungen,	
Autismus,	Epilepsie,	Gicht,	Hypomagnesiämie,	primärem	Hyperparathyreoidismus,	Leber-	und	
Darmanomalien	 einschließlich	 Darmatresien	 assoziiert	 (Bockenhauer	 and	 Jaureguiberry,	
2016).	 In	 DECIPHER	 wurde	 berichtet,	 dass	 ein	 Patient	 284753	mit	 einer	 VATER/VACTERL-
Assoziation	 (V,	 R,	 L)	 eine	 de	 novo	 Mikrodeletion	 in	 17q12	 hat,	 die	 komplett	 mit	 unser	
Mikrodeletion	 in	 17q12	 überlappt	 (Abb.	 20)	 (Firth	 et	 al.,	 2009).	 Des	Weiteren	 finden	 sich	
Berichte	 in	 der	 Literatur	 über	 de	 novo	 17q12	 Mikrodeletionen	 in	 Patienten	 mit	










Für	 drei	 bestätigte	 Mikrodeletionen	 bei	 5q23.1,	 16q23.3,	 22q11.21	 und	 für	 eine	
Mikroduplikaiton	bei	10q11.21	konnten	ein	de	novo	Ereigniss	nicht	bestätigt	werden,	da	nur	
ein	Elternteil	verfügbar	war.	
Nach	 bestem	Wissen	 und	 Gewissen	 sind	 die	Mikrodeletionen	 der	 chromosomalen	 Region	
5q23.1	nicht	mit	VATER/VACTERL-ähnlichen	Phänotypen	assoziiert.	Das	einzige	RefSeq-Gen,	
das	in	der	hier	gefundenen	Mikrodeletion	liegt	ist	FAM170A.	Laut	Mouse	Genome	Informatics	
(MGI)	 (http://www.informatics.jax.org/)	 ist	 Fam170a	 nur	 in	murinen	 embryonalen	 Hoden,	
Spermatozyten	 und	 Sertoli-Zellen	 exprimiert.	 Da	 keines	 dieser	Gewebe	 zu	 den	 klassischen	
VATER/VACTERL-Organsystemen	 gehört,	 scheint	 seine	 Beteiligung	 an	 der	 Entstehung	 von	
VATER/VACTERL-Phänotypen	 im	Menschen	unwahrscheinlich.	Allerdings	wurde	vor	kurzem	
eine	überlappende	Deletion	 in	der	chromosomalen	Region	5q23.1	bei	einem	Patienten	mit	
zerebellärer	 Hypoplasie	 identifiziert	 (Sajan	 et	 al.,	 2013).	 Daher	 kann	 nicht	 ausgeschlossen	
werden,	 dass	 die	 hier	 beobachtete	 Deletion	 in	 den	 chromosomalen	 Region	 5q23.1	 zur	
Expresssion	 des	 VATER/VACTERL-ähnlichen	 Phänotypen	 bei	 Patienten	 5	 beigetragen	 hat	
(Zhang	et	al.,	2017b).	
CDH13	 ist	 das	 einzige	 RefSeq-Gen,	 das	 in	 der	 hier	 identifizierten	 Mikrodeletion	 16q23.3	
kartiert.	Diese	Deletion	betrifft	jedoch	nur	einen	Teil	des	Intron-5	des	Gens	CDH13.	Gleichwohl	
wird	Cdh13	nach	MGI	in	fast	allen	VATER/VACTERL-relevanten	Organsystemen	während	der	
Mausembryogenese	 exprimiert,	 was	 darauf	 hindeutet,	 dass	 heterozygote	 Deletionen	 des	
Gens	CDH13	 im	Menschen	mit	 der	 Expression	 von	VATER/VACTERL-ähnlichen	 Phänotypen	
assoziiert	sein	könnte	(Zhang	et	al.,	2017b).	 In	der	Literatur	findet	sich	ein	Fallbericht	über	
einen	 Patienten	 mit	 globaler	 Entwicklungsverzögerung,	 Trigonozephalie,	 Portokaval-Shunt	
und	Nephrokalzinose,	der	eine	Deletion	16q23.1-q23.3	hat	(Jobling	et	al.,	2013).	Dies	deutet	
















mit	 angeborenen	 Herzfehlern	 assoziiert	 wurde	 (Abb.	 21)	 (Zweier	 et	 al.,	 2007).	 Bestimmte	
Missense-Mutationen	 in	 TBX1	 führen	 zu	 einem	 „Funktionsgewinn“,	 der	 auch	 bei	
Duplikationen	des	Gens	zu	erwartet	wäre	und	eine	erhöhte	Gen-Dosierung	nachahmen	würde	
(Zweier	 et	 al.,	 2007).	 Daher	 könnten	 heterozygote	 Funktionsverlustmutationen	 in	 TBX1	
und/oder	einer	Deletion	von	TBX1	embryonal	die	gleichen	Effekte	wie	eine	Duplikation	der	
Region	 oder	 Missense-Mutationen	 mit	 Funktionsgewinnen	 in	 TBX1	 ausüben.	 Obwohl	 die	
Mechanismen	 noch	 spekulativ	 bleiben,	 wie	 Duplikationen	 und	 Deletionen	 in	 derselber	
chromosomalen	Region	22q11.2	den	gleichen	Phänotyp	verursachen,	stellen	die	Deletionen	
oder	 Duplikationen	 in	 22q11.2	 ein	 Risiko	 für	 die	 Entstehung	 von	 Fehlbildungen	 aus	 dem	
humanen	VATER/VACTERL-Spektrum	dar	(Zhang	et	al.,	2017b).		
	















Fall	 könnte	 einer	 der	 seltenen	 vererbten	 CNVs	 doch	 ein	 mit	 der	 Ausprägung	 der	
VATER/VACTERL-Assoziation	assoziierter	CNV	sein	(Zhang	et	al.,	2017b).		
In	 diesem	 Zusammenhang	 konnten	 in	 der	 aktuellen	 Arbeit	 zwei	 seltene	 aber	 vererbte	
Mikrodeletionen	 identifiziert	werden,	die	 in	der	chromosomalen	Region	13q	kartieren	und	
vollständig	mit	der	von	Dworschak	et	al.	(2013)	beschriebenen	de	novo	Deletion	13q31.1-q34,	
























In	 dieser	 Arbeit	 durchgeführte	 WES	 Analyse	 ergab	 zunächst	 26	 vermeintliche	 de	 novo	
Mutationen	 in	 31	 Eltern-Kind-Trios.	 24	 dieser	 Mutationen	 konnten	 mittels	 Sanger	
Sequenzierung	bestätigt	werden.	Davon	wurden	14	bisher	nicht	beschrieben	(nicht	vorhanden	
















Variante	p.A1396G	 im	Gen	CHD7	 von	acht	 In-Silico-Prädktionsalgorithmen	als	pathologisch	








allen	 Patienten	 mit	 einer	 EA/TEF	 gering.	 In	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 wurde	 eine	 de	 novo	
Variante	p.R261Q	in	FANCB	in	einer	Patientin	46_501	identifiziert.	Diese	Variante	wurde	von	
neuen	 In-Silico-Prädiktionsalgorithmen	 von	 dbNSFP	 als	 benigne	 charakterisiert.	 Außerdem	









zeigten	 diese	 zuvor	 beschriebenen	 Patienten	 keine	 Herzfehler	 bzw.	 Fehlbdildungen	 der	
Speise-	 oder	 Luftröhre	 (nach	 persönlichem	 Kontakt	 mit	 Herrn	 Raoul	 C.	 Hennekam).	
Interessanterweise	zeigt	Trps1	einen	durchweg	hohen	Expressionswert	von	7,24	und	 logFC	
von	 3,34	 an	 den	 Tagen	 E8.5	 und	 12.5	 in	 Mäuseembryonen	 im	 Bereich	 des	 Ösophagus.	
Zwischen	 beiden	 Tagen	 ist	 Trps1	 differentiell	 exprimiert	 mit	 einer	 deutlich	 stärkeren	
















wir	 zudem	 eine	 trunkierende	 Neumutation	 in	 EEF1D	 in	 unserem	 Patienten	 identifizieren	
konnten,	priorisierten	wir	EEF1D	als	Kandidatengen	zur	Re-Sequenzierung	in	unserer	EA/TEF-
Kohorte.	 Bislang	 wurden	 jedoch	 nur	 wenige	 Studien	 zu	 diesem	 Gen	 bzw.	 seinem	
Proteinprodukt	publiziert.	Elongationsfaktor	1	delta	(EEF1D)	ist	ein	Teil	vom	eukaryotischen	







Prozesse	 bei	 der	 Entstehung	 von	 (Ösophagus-)Karzinomen	 eine	 große	 Rolle	 spielen.	 Bei	
unserem	 Patienten	 4_501	wurde	 eine	 Stopmutation	 p.R292*	 in	 EEF1D	 identifiziert.	 Durch	
diese	Stopmutation	könnte	die	Translation	der	EF-1	delta	mRNA	früher	abgebrochen	werden,	
dadurch	könnte	die	Genexpression	reduziert	sein.	Eine	kausale	Rolle	dieser	Variante	 in	der	



















11	nominant	 signifikante	Regionen	 für	multifaktorielle	KBE-Phänotypen	 identifiziert.	 In	der	
hier	 vorliegenden	 Arbeit	 wurden	 diese	 Regionen	 im	 Rahmen	 einer	 Replikationsstudie	
untersucht.	 Für	die	Replikationsstudie	 lagen	sieben	verschiedene	Kollektive	 zur	Verfügung,	
einschließlich	92	nordamerikanischer	Eltern-Kind-Trios	und	268	KBE-Patienten	aus	Australiern	
(n=31),	 Briten	 (n=40),	 Deutschen	 (n=7),	 Italienern	 (n=39),	 Spaniern	 (n=35)	 und	 Schweden	
(n=116)	mit	europäischer	Herkunft	und	1.354	ethnisch	angeglichenen	Kontrollen.	Insgesamt	
wurden	12	Marker	für	die	12	Regionen	ausgewählt.	Die	ISL1-Region	wurde	erfolgreich	in	allen	
sieben	 Kohorten	 repliziert.	 Die	 anderen	 11	 Regionen	 haben	 das	 genomweit	 signifikante	
Niveau	trotz	vergrößerter	Effekte	nicht	erreicht.	









des	Herzens	 (engl.	 cardiacl,	 C),	 tracheo-ösophageale	 Fistel	mit	oder	ohne	Ösophausatresie	







Fehlbildungen	 vorliegen,	 kann	 man	 von	 einem	 VATER/VACTERL-ähnlichen	 Phänotypen	
sprechen.		
In	 der	 vorliegenden	 Studie	 wurde	 eine	 Array-basierte	 Analyse	 zu	 ursächlichen	
Kopienzahlveränderungen	 (CNV)	 in	 75	 Patienten	 mit	 VATER/VACTERL-Assoziation	 und	 40	
Patienten	 mit	 VATER/VACTERL-ähnlichem	 Phänotyp	 durchgeführt.	 Insgesamt	 wurden	 13	
Mikrodeletionen	und	sieben	Mikroduplikationen	in	20	unabhängigen	Patienten	identifiziert,	
die	nicht	 in	gesunden	Kontrollen	zu	 finden	waren.	Dabei	konnte	eine	Mikrodeletion	 in	der	
chromosomalen	 Region	 17q12	 als	de	 novo	 bestätigt	werden.	 Für	 die	Mikrodeletionen	 der	
chromosomalen	 Region	 5q23.1,	 16q23.3,	 und	 22q11.21,	 und	 die	 Mikroduplikation	 der	
chromosomalen	Region	10q11.21	konnte	nicht	überprüft	werden,	ob	diese	de	novo	vorliegen,	
da	nur	DNA	eines	Elternteils	zur	Verfügung	stand.	Das	vorhandene	Elternteil	 trug	den	CNV	
nicht.	 Da	 Mikrodeletionen	 der	 Region	 22q11.21	 bereits	 zuvor	 mit	 Fehlbildungen	 und	
Kombinationen	 von	 Fehlbildungen	 aus	 dem	 VATER/VACTERL-Spektrum	 assoziiert	 waren,	
gehen	wir	 davon	 aus,	 dass	 diese	Mikrodeletion	 hier	 ursächlich	 ist.	 Die	 restlichen	 15	 CNVs	
wurden	jeweils	von	einem	gesunden	Elternteil	vererbt.	Die	vorliegenden	Ergebnisse	deuten	











Des	 Weiteren	 wurden	 die	 Varianten	 mittels	 Vorhersagealgorithmen	 klassizifiert.	 In	
Zusammenschau	aller	Informationen	wurde	die	trunkierende	Variante	in	EEF1D	priorisiert	und	
EEF1D	 als	 Kandidatengenen	 in	 unserem	 EA/TEF	 Kollektiv	 re-sequenziert.	 Die	








probes)	 re-sequenziert	werden,	 um	weitere	Mutationsträger	 für	 die	 priorisierten	Gene	 zu	
identifizieren.	Die	smMIP-basierte	Re-sequenzierung	erlaubt	es	viele	Gene	und	Patienten	mit	
geringerem	Kostenaufwand	zu	untersuchten.		
Zusammenfassend	 hat	 die	 vorgelegte	 Arbeit	 dazu	 beigetragen	 bisher	 nicht	 bekannte	
genetische	Faktoren	für	die	untersuchten	Fehlbildungen	zu	identifizieren	und	zu	bestätigen.	
Dadurch	 hat	 die	 vorgelegte	 Arbeit	 einen	wichtigen	 Beitrag	 zum	 besseren	 Verständnis	 der	
Ursachen	urorektaler	und	gastrointestinaler	Fehlbildungen	und	letztendlich	der	Entwicklung	
dieser	 Organstrukturen	 geleistet.	 Weitere	 Studien	 sind	 für	 die	 endgültige	 Aufklärung	 der	
genetischen	 Ursachen	 von	 BEEK,	 VATER/VACTERL-Assoziation	 und	 EA/TEF	 erforderlich.	
Zukünftige	 GWAS	 an	 größeren	 Kohorten	 werden	 weitere	 genetische	 Regionen	 mit	




Einzelfall	 einen	 direkten	 Rückschluss	 auf	 die	 Funktion	 des	 betreffenden	 Genes	 in	 der	
Expression	 der	 entsprechenden	 Fehlbildung	 zulassen.	 Die	 so	 identifizierten	 Regionen	 und	
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SNP-ID F R UEP 
rs72748303 ACGTTGGATGTGGAAGCGGGACATTCAATC ACGTTGGATGGGTGAACAGGAAAAAACGGG GGACTCTTGCTTTGCC 
Gyc-Marker ACGTTGGATGAGTCAGCTCAGGAGGAAATC ACGTTGGATGGGAGTGCATCCTTTAGGAAC CCCTCCTCGGGAGTTCT 
rs56189125 ACGTTGGATGTCGAATGCTGCCAAGAAAGG ACGTTGGATGTGGCCATCTTGGAGAGGTTG CCATTTCTTCCCCCACTA 
rs6874700 ACGTTGGATGCTTCACTGTTGTTATTGGAC ACGTTGGATGCAAGCCTGGTAACTAGACTC GTGTGGTGATTCTATAGAGA 
rs1514921 ACGTTGGATGAAGGCACAGAGAGGCAGTAG ACGTTGGATGAACTGGCCCTTAGGGTACAC TGTTATCCCATTCAACTAATAG 
rs16917077 ACGTTGGATGAGGTTAACTAGCACCCTCAG ACGTTGGATGAGTGATCTTGCCGAGGGATG GGGACCTCAGGATGCATAGTAC 
rs10119066 ACGTTGGATGAAATCACACTGCGAGCACTG ACGTTGGATGATATTCCAGGCTCACTGAAG GGCACTGAAGAAAAATCTCCAGA 
rs57086087 ACGTTGGATGGGTTCTACCAAGTTTTCAAC ACGTTGGATGGCTTAATTCCAAGCCAAGTG TACCTAGAAATCTACTTCAGTTTA 
rs1475601 ACGTTGGATGCCTGTCTAAACACATAAAG ACGTTGGATGTGTACGATCAATTAACCAGG CCCCCTTTTTTCATTTTGTCAGCAT 
rs7689350 ACGTTGGATGCCCAAAGATCTTTATGGAGTG ACGTTGGATGCTAGTATTTGCTTACTGGT GGTTAGTTTTCTTTGTTCTCAAGAT 
rs117622209 ACGTTGGATGTGAGGAAGACTGTGCAGAAC ACGTTGGATGTCTGCTGCCTCAACACAACT GAGGGTGTGAATAAGCTTGTTTATCA 
rs1514351 ACGTTGGATGCACTATTGTAGAAGGAAACG ACGTTGGATGGTATAGCAGTATATTTGCGG TATTTTAGAAGGAAACGAAAGGAGTTA 

































































































































































































































































































































ESP GB AUS/DE Schweden Italien 
P-Fall P-Kontroll P-Fall P-Kontroll P-Fall P-Kontroll P-Fall P-Kontroll P-Fall P-Kontroll 
rs1475601 8.62E-01 9.64E-01 8.69E-01 8.17E-01 9.33E-01 7.35E-01 5.92E-01 6.41E-01 8.69E-01 7.33E-01 
rs72748303 6.49E-01 3.80E-01 8.71E-01 9.09E-01 8.00E-01 7.71E-01 5.51E-01 6.98E-01 6.03E-01 6.01E-01 
rs79145914 5.79E-01 7.76E-01 9.36E-01 8.17E-01 7.97E-01 7.39E-01 7.75E-01 6.98E-01 8.03E-01 5.59E-01 
rs7689350 3.65E-01 9.97E-01 6.69E-01 3.51E-01 5.79E-01 9.77E-02 8.74E-01 7.71E-01 4.19E-01 3.31E-01 
rs6874700 2.40E-02 1.31E-02 2.06E-01 2.87E-01 3.71E-02 3.43E-01 8.62E-01 8.22E-01 8.85E-01 1.45E-01 
rs1514351 6.15E-01 2.79E-02 5.81E-01 1.80E-01 1.36E-01 4.11E-01 9.25E-01 6.33E-01 8.85E-01 6.39E-01 
rs117622209 7.20E-01 8.84E-01 8.71E-01 7.71E-01 8.68E-01 6.12E-01 8.10E-01 8.17E-01 2.50E-02 5.57E-01 
rs56189125 1.00E+00 5.55E-01 9.36E-01 9.55E-01 1.00E+00 7.71E-01 1.31E-01 9.70E-01 9.35E-01 9.11E-01 
rs57086087 3.24E-01 7.23E-01 8.05E-01 2.53E-01 4.06E-04 6.49E-01 9.12E-02 8.42E-01 6.36E-01 8.28E-01 
rs10119066 5.11E-01 3.40E-01 6.73E-01 5.48E-01 7.32E-01 4.11E-01 2.64E-01 2.92E-01 8.03E-01 5.59E-01 
rs16917077 7.20E-01 8.84E-01 7.39E-01 7.71E-01 3.60E-03 7.07E-01 1.62E-02 2.26E-07 8.69E-01 6.45E-01 
















































herzlicher	 Dank	 geht	 an	 meinen	 Eltern.	 Ich	 danke	 euch	 für	 eure	 uneingeschränkte	 und	
liebevolle	Unterstützung.		
